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In der Einleitung der Arbeit wird herausgestellt, dass die in der Netzhaut von Säugetieren 
vorherrschenden Gliazellen die Müllerzellen sind. Die Müllerzellen der Netzhaut können als 
Modell für die Makrogliazellen im zentralen Nervensystem (ZNS) gelten und spielen bei der 
Regulation der Wasser- und Ionenhomöostase im retinalen Gewebe eine entscheidende Rolle. 
Unter hypotonen Bedingungen reagieren Müllerzellen in postischämischen und diabetischen 
Netzhäuten der Ratte mit einer Zellschwellung. Diese Zellschwellung in hypotonem Milieu 
kann auch beobachtet werden, wenn in Kontrollnetzhäuten die K
+
-Kanäle der Müllerzellen 
mit Ba
2+
 blockiert werden.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Erythropoietins (EPO) auf die 
Müllerzellschwellung unter hypotonen Bedingungen untersucht. Dazu wurden Netzhäute der 
Ratte entnommen, präpariert und mit einem Fluoreszenzfarbstoff angefärbt. Es erfolgte die 
Inkubation mit Ba
2+
 und eine Untersuchung der Müllerzellen im Laser Scanning Mikroskop. 
Das Netzhautpräparat wurde dabei ständig mit einer extrazellulären Lösung perfundiert, um 
die Zellen in einem vitalen Zustand untersuchen zu können. Außerdem erfolgte über die 
Perfusion die Zugabe von Testsubstanzen. Mit Hilfe eines speziellen Software-Programms 
des Mikroskops konnte die Querschnittsfläche der Müllerzellsomata ausgemessen werden. 
Durch wiederholte Ausmessungen über einen Zeitraum von ca. 5 min ließen sich 
Veränderungen der Somafläche feststellen. Zur Lokalisierung des EPO-Rezeptors in der 
Netzhaut und auf Müllerzellen wurden Immunfluoreszenzfärbungen von Netzhäuten und 
isolierten Müllerzellen angefertigt. 
In der Arbeit wurde nachgewiesen, dass die Zugabe von EPO die Müllerzellschwellung 
inhibiert. Der daran beteiligte Signalweg konnte durch Zugabe von Antagonisten und 
Agonisten für verschiedene Rezeptoren, Ionenkanalblockern und Enzyminhibitoren 
charakterisiert werden. So sind in den Signalweg der Schwellungsinhibition durch EPO eine 
VEGF-Ausschüttung, verschiedene Proteinkinasen, ein Anstieg der intrazellulären freien 
Ca
2+
-Konzentration, eine Freisetzung von Glutamat, ATP und Adenosin mit nachfolgender 
Aktivierung der entsprechenden Rezeptoren involviert. Als morphologisches Korrelat des 
Ausgangspunktes des Signalweges konnte der EPO-Rezeptor auf Müllerzellen nachgewiesen 
werden.  
Es wird geschlussfolgert, dass die gliale Zellschwellung zur Pathogenese von Ödemen des 
ZNS beiträgt. Erkrankungen, die mit der Entstehung eines Hirnödems oder eines Ödems in 
der Netzhaut einhergehen, könnten in Zukunft zielgerichteter durch EPO therapiert werden. 
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Für die Forschung am Zentralnervensystem (ZNS) ist die Retina zu einem häufig 
genutzten Modell geworden. Im Vergleich zum Gehirn ist die Netzhaut besser 
zugänglich und relativ übersichtlich aufgebaut (Reichenbach 1999). Die Retina geht als 
Teil des ZNS embryonal aus einer Ausstülpung des Neuralrohrs hervor und ist für die 
visuelle Wahrnehmung der Umwelt verantwortlich. Es wird geschätzt, dass wir mehr als 
80% der uns bewussten Informationen über die Netzhaut aufnehmen (Reichenbach 
2008).  
Die Netzhaut kleidet den Augenhintergrund aus und besteht aus sechs Schichten, die 
neben Neuronen auch Mikro- und Makrogliazellen enthalten. Wie in der Abb. 1 zu 
sehen, wird die Retina zum Glaskörper hin von der inneren Grenzmembran (ILM) 
abgeschlossen, der die Nervenfaserschicht (NFL) anliegt. Darunter befindet sich die 
Ganglienzellschicht (GCL) mit den Ganglienzellsomata. Als nächstes schließen sich die 
innere plexiforme Schicht (IPL), mit zahlreichen Fortsätzen und Synapsen neuronaler 
und glialer Zellen, und die innere Körnerschicht (INL) mit den Somata der 
Müllerzellen, Amakrin- , Horizontal- und Bipolarzellen an. Weiter distal liegen die 
äußere plexiforme Schicht (OPL) mit den synaptischen Kontakten zwischen 
Photorezeptoren und Bipolarzellen und die äußere Körnerschicht (ONL). In der 
Letztgenannten befinden sich die Somata der Photorezeptorzellen, der Stäbchen und 
Zapfen. Die Retina wird vom subretinalen Raum durch die äußere Grenzmembran 
(OLM) abgegrenzt, die durch Zonulae adherentes zwischen Müllerzellen und Photo-
rezeptoren gebildet wird.  
In der Säugernetzhaut existieren drei Typen von Gliazellen: Mikrogliazellen und zwei 
Formen der neurosupportiven Makrogliazellen, Astrozyten und Müllerzellen 
(Bringmann et al. 2006). Müllerzellen sind die dominierende Glia in der Säugerretina. 
Sie durchspannen die Retina durch alle sechs Schichten. Die Somata der Müllerzellen 
befinden sich in der inneren Körnerschicht, ihr distaler Fortsatz erstreckt sich in die 
äußere Körnerschicht und umscheidet dort die Zellkörper der Photorezeptoren. In den 
Subretinalraum ragen Mikrovilli der Müllerzellen hinein. Der proximale Fortsatz 
durchzieht die innere plexiforme Schicht und endet in der Ganglienzellschicht in einem 
konischen Endfuß, der Kontakt zum Glaskörper hat. Von den Stammfortsätzen gehen 





Abbildung 1: Halbschematische Darstellung einer vaskularisierten Netzhaut mit ihren 
verschiedenen Zelltypen. Blau dargestellt sind die verschiedenen Neuronentypen der Netzhaut mit ihren 
synaptischen Kontakten (grüne Punkte) in der äußeren und inneren plexiformen Schicht (OPL/IPL). In 
der Ganglienzellschicht (GCL)/Nervenfaserschicht (NFL) befinden sich, in grün dargestellt Astrozyten. 
In rot sichtbar sind die Blutgefäße der inneren und äußeren Retinaschichten. Die gesamte Netzhaut 
durchspannend, sind die Müllerzellen in der inneren Körnerschicht (INL) gelb dargestellt. Unterhalb der 
äußeren Körnerschicht (ONL) befinden sich die Zellen des retinalen Pigmentepithels in braun. 
 
neuronalen Strukturen herstellen. Außerdem existieren in vaskularisierten Netzhäuten 
Müllerzellfortsätze, die an den retinalen Blutgefäßen enden. Somit bilden Müllerzellen 
sowohl eine anatomische, als auch eine funktionelle Verbindung zwischen retinalen 
Neuronen, retinalen Blutgefäßen, dem Glaskörper und dem subretinalen Raum 
(Bringmann et al. 2006). 
Einige der wichtigsten Aufgaben der Müllerzellen sind die Bereitstellung von Pyruvat 
und Laktat für den neuronalen Zitratzyklus, der Abtransport von neuronalem 
Kohlendioxid, der Schutz der Neuronen vor freien Radikalen durch Glutathionsynthese, 
das Recycling von Transmittern wie Glutamat und von Sehfarbstoffen und die 
Aufrechterhaltung der Wasser-, Ionen- und pH-Homöostase im retinalen Gewebe 
(Reichenbach 1999). Außerdem sind Müllerzellen an der Induktion der Blut-Retina-
Schranke (Tout 1993), der Kontrolle der Angiogense und der Regulation des retinalen 
Blutflusses beteiligt (Bringmann et al. 2006). 
Neben ihrer Bedeutung für die physiologischen Funktionen der Netzhaut spielen 
Müllerzellen auch bei pathologischen Prozessen eine wichtige Rolle, zum Beispiel bei 
der Entwicklung des Netzhautödems. Dieses ist eine Komplikation verschiedener 
Erkrankungen traumatischer, vaskulärer oder inflammatorischer Art. Bei einem Ödem 
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handelt es sich um eine pathologische Ansammlung von Flüssigkeit im Gewebe. Zur 
Pathogenese des Hirnödems gibt es seit 1967 die Einteilung von Klatzo, die zwei 
verschiedene Mechanismen für die Entstehung eines Ödems verantwortlich macht 
(Klatzo 1967). Unterschieden wird dabei zwischen einem vasogenen, extrazellulären 
Ödem, das durch Öffnung der Blut-Hirn/Retina-Schranke entsteht, und einem 
zytotoxischen, intrazellulären Ödem, was durch die erhöhte Aufnahme osmotisch 
aktiver Substanzen in die Zelle mit folgender Zellschwellung gekennzeichnet ist 
(Unterberg 2004, Kimelberg 1990). Ein sich nach Ischämie und Trauma entwickelndes 
Hirnödem ist primär zytotoxisch durch Astrozytenschwellung vermittelt (Kimelberg, 
2005). Die osmotische Schwellung ist auch ein charakteristisches Merkmal retinaler 
Müllerzellen in Modellen ischämischer, entzündlicher und diabetischer Retinopathie 
(Pannicke et al., 2004, 2005a, 2005b, 2006). 
Eine gestörte Müllerzellfunktion und ein vaskuläres Leck gelten als die 
Hauptpathogenitätsfaktoren des Makulaödems (Reichenbach et al. 2007). Bei einem 
Makulaödem kommt es zu einer Flüssigkeitsansammlung im Bereich der Makula, der 
Stelle des schärfsten Sehens, was zur Verschlechterung der Sehschärfe führt. Das 
Makulaödem kommt im Rahmen verschiedener Augenerkrankungen vor, wie z. B. bei 
Infektionen, Traumata, Tumoren, Entzündungen oder vaskulären Erkrankungen oder 
auch bei diabetischer Retinopathie (Bringmann et al. 2004). Es ist bemerkenswert, dass 
diabetisches Makulaödem und diabetische Vitreoretinopathie die häufigste Ursache für 
Erblindung in der arbeitsfähigen Bevölkerung in den westlichen Industrienationen sind 
(Hörle et al. 2002). Die Inzidenz diabetesbedingter Erblindungen in westlichen 
Industrieländern liegt bei ca. 1,5 – 2 je 100 000 Einwohner (Hörle et al. 2002).  
Allerdings ist bekannt, dass es physiologische Mechanismen gibt, die einer 
Zellschwellung entgegenwirken. So wurde für die Regulation des Zellvolumens einmal 
eine regulatorische Volumenabnahme aber auch eine regulatorische Volumenzunahme 
beschrieben (Lang et al. 1998). Bei der regulatorischen Volumenabnahme wird ein 
Verlust von Kalium- und / oder Chlorid-Ionen als Ergebnis einer Aktivierung 
verschiedener Kalium- oder Chloridkanäle oder von Kalium- und Chloridkotransportern 
erreicht (McManus 1995). Weiterhin sind auch Genexpression, Stoffwechsel und 
organische Osmolyte für regulatorische Volumenabnahme von Bedeutung (Waldegger 
et al. 1998). Auch in glialen Zellen wurden derartige Mechanismen beschrieben 
(Kimelberg 1987, Ernest et al. 2005).  
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Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, Möglichkeiten der Beeinflussung der 
Volumenregulation der Müllerzellen zu untersuchen. Dies würde einen wesentlichen 
Fortschritt in der Behandlung des Hirnödems oder des Makulaödems bedeuten, da hier 
die bisherige Therapie auf einer Entzündungshemmung durch Glukokortikoide oder 
unspezifischen diuretischen Maßnahmen basiert. Weiterhin besteht für die diabetische 
Retinopathie als ödemassoziierte Krankheit die Behandlung hauptsächlich aus 
panretinaler Photokoagulation, was Gebiete der Retina zerstört, aber zentralen 
Gesichtsfeldverlust verhindert (Aiello 2005) und der intravitrealen Gabe des 
Glukokortikoids Triamcinolon (Jermak et al. 2007). 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung des Erythropoietins (EPO) auf das 
Schwellungsverhalten von Müllerzellen untersucht. EPO ist ein Mitglied der Zytokin-1-
Superfamilie. Es ist hauptsächlich für seine erythropoesefördernde Wirkung bekannt 
und wird von den interstitiellen Zellen der Niere als Antwort auf hypoxische 
Stimulation gebildet (Lacombe, Mayeux 1998). Neben seiner Bedeutung für die 
Erythrozytenentwicklung wurden in den letzten Jahren weitere Wirkungen untersucht, 
die zu Entwicklung, Schutz, Reparatur und Homöostase des Nervensystems beitragen 
(Genc et al. 2003). Im ZNS können Gliazellen, Neuronen und Endothelzellen EPO 
produzieren und verfügen darüber hinaus über EPO-Rezeptoren (Marti 2004, Bernaudin 
et al. 2000, Juul et al. 1998). In der adulten Retina scheinen Müllerzellen die 
wichtigsten Produzenten von EPO zu sein (Fu et al. 2008), wohingegen der EPO-
Rezeptor auf den Somata nahezu aller retinalen Zelltypen zu finden ist (Munro et al. 
2009). Eine verstärkte Expression konnte in der Ganglienzellschicht (Weishaupt et al. 
2004) und in der inneren Körnerschicht (Zhu et al. 2008, Fu et al. 2008) nachgewiesen 
werden. 
Die Verteilung von EPO und seinem Rezeptor ändert sich unter pathologischen 
Bedingungen. Nach Ischämie ist der EPO-Rezeptor sowohl in der Retina (Junk et al. 
2002) als auch im Gehirn (Sirén, Ehrenreich 2001) vermehrt vorhanden. Für Astrozyten 
konnte gezeigt werden, dass Hypoxie eine erhöhte EPO-Produktion auslöst (Liu et al. 
2006). Bei der diabetischen Retinopathie ist sowohl der EPO-Gehalt der Netzhaut 
(García-Ramírez 2008), als auch die EPO-Konzentration in der Glaskörperflüssigkeit 
erhöht (Inomata et al. 2004, Katsura et al. 2005, Hernández et al. 2006, Takagi et al. 
2007, Garci-Arumi et al. 2008). Diese pathologiebedingten Veränderungen werden 
jedoch unterschiedlich bewertet: einerseits wird EPO aufgrund seiner angiogenetischen 
Eigenschaften als pathogener Faktor angesehen (Watanabe 2005, Takagi et al. 2007), 
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andererseits wird hinter der Hochregulation des EPO/EPO-Rezeptorsystems ein 
neuroprotektiver Mechanismus vermutet (Junk et al. 2002; Marti 2004; Brines, Cerami 
2005) 
1.1 Zielstellung 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand primär darin zu untersuchen, ob EPO die 
Müllerzellschwellung unter pathologischen Bedingungen inhibiert und welcher 
Signalweg einem eventuellen Effekt zugrunde liegt. Dies würde eine neue 
neuroprotektive Eigenschaft des EPOs zeigen. In Zukunft könnten sich dadurch 
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2 Material und Methoden 
2.1 Allgemeines 
2.1.1 Tiere 
Für die Versuche wurden Long-Evans-Ratten (250-350 g) beiderlei Geschlechts im 
Alter von 4-9 Monaten aus dem Medizinisch-Experimentellen Zentrum der 
Medizinischen Fakultät verwendet. Sie hatten freien Zugang zu Wasser und Futter und 
wurden in einem 12 h-Licht- 12 h-Dunkelrhythmus gehalten. Die Ratten wurden mit 
einer erhöhten CO2-Konzentration in der Atemluft getötet. Diabetes wurde bei 12 
Wochen alten Ratten mit einer einmaligen Streptozotocininjektion (65 mg/kg 
Körpergewicht) induziert. Die Blutglukose wurde regelmäßig mit dem 
Blutzuckermessgerät Accu-Chek der Firma Roche Diagnostics (Mannheim, Germany) 
kontrolliert. Kurz vor der Retinaentnahme war das Glukoselevel 5,4 ± 0,4 mM bei 
unbehandelten Tieren und 31,0 ± 3,0 mM bei Streptozotocin behandelten Tieren 
(jeweils n=3). Bei Blutglukosewerten über 33,3 mM wurde Insulin (Lantus, Aventis 
Pharma, Bad Soden, Deutschland; 2 Units 3 Mal pro Woche) subkutan injiziert, um 
Gewichtsverlust aber nicht die Hyperglykämie zu verhindern. Die Tiere wurden nach 2 
bis 4 Monaten getötet. Die Versuche fanden gemäß den Richtlinien des Deutschen 
Tierschutzgesetzes auf Basis eines bewilligten Tierschutzantrages statt. 
2.1.2 Retinapräparation 
Nach der Enukleation beider Augäpfel der getöteten Ratte wurden diese mit einer 
Schere entlang der Ora serrata aufgeschnitten, Linse und Glaskörper entnommen und 
die Retina in Extrazellulärlösung mit einer gebogenen Pinzette vom Pigmentepithel 
abgestreift. 
2.1.3 Mikroskop 
Ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop LSM 510 Meta (Zeiss, Oberkochen, BRD) 
mit dazugehöriger Bildanalyse-Software wurde zur Darstellung der Müllerzellen 
benutzt. Der Vorteil eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops gegenüber einem 
konventionellen Lichtmikroskop besteht darin, dass mittels einer Lochblende 
Fluoreszenzlicht zurückgehalten wird, das aus Bereichen ober- bzw. unterhalb der 
Fokusebene stammt.  
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Für die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes Mitotracker Orange (Molecular Probes, 
Eugene, USA) wurde ein Helium-Neon-Laser der Wellenlänge 543 nm verwendet. Die 
Emissionen wurden unter Verwendung eines 560-nm-Langpassfilters aufgezeichnet. 
Das Präparat wurde mittels eines Wasserimmersionsobjektivs (Achroplan 40x/ 0,75, 
Zeiss, Oberkochen, BRD) untersucht. Der jeweils untersuchte Bildausschnitt hatte eine 
Größe von 57,6 x 57,6 µm.  
Für Markierungen mit Cy3-gekoppelten Antikörpern wurde ein Helium-Neon-Laser 
(Anregung bei 543nm, Bandpassfilter 560-615-nm) verwendet. Zur Darstellung von 
Markierungen mit Cy2-gekoppelten Antikörpern wurde ein Argon/Krypton-Laser 
(Anregung bei 488 nm, Bandpassfilter 505-550 nm) genutzt, sowie zur Darstellung der 
Zellkerne mit dem Farbstoff Hoechst 33258 (Invitrogen; H3569) ein UV-




Für die Darstellung der Müllerzellen im vitalen Retinaschnitt mittels Laser-Scanning-
Mikroskopie wurde der Vitalfarbstoff Mitotracker Orange (Molecular Probes, Eugene, 
USA) verwendet. Dieser wird selektiv von Müllerzellen aufgenommen, während 
neuronale Zellen größtenteils ungefärbt bleiben (Uckermann et al. 2004) Zunächst 
wurde eine Stammlösung von 1 mM in Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma, Steinheim, 
BRD) hergestellt. Mit PBS (phosphatgepufferte Salzlösung von Biochrom AG, Berlin, 
BRD) wurde diese auf 10 µM verdünnt. Im Experiment wurden 200 µl der 10 µM 
Farbstofflösung in 2 ml Flüssigkeit der Perfusionskammer gegeben und die Schnitte 
darin 5 min vorinkubiert (Uckermann et al. 2004). Die Endkonzentration des 
Mitotrackers lag somit bei 1 µM. 
 
2.2.2 Perfusionslösungen 
Für Präparation und Perfusion des retinalen Gewebes wurden folgende Lösungen 
benutzt: 
- normotone Extrazellulärlösung (EZL) 
- hypotone Extrazellulärlösung (EZL60) 
- EZL mit 1 mM BaCl2 (Ba) 
- EZL60 mit 1 mM BaCl2 (Ba60) 
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Die EZL wurde vor jedem Versuch frisch angesetzt und enthielt: 
NaCl 136 mM (Carl Roth, Karlsruhe, BRD) 
KCl 3 mM (Carl Roth, Karlsruhe, BRD) 
MgCl2 1 mM (Sigma, Steinheim, BRD) 
CaCl2                                     2 mM (Merck, Darmstadt, BRD) 
HEPES(N-2-hydroxyethyl-
piperazin- 
              N´-2-ethansulfonsäure) 
10 mM (Carl Roth, Karlsruhe, BRD), 
Glucose   11 mM (Merck, Darmstadt, BRD) 
Die Lösung wurde mit Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS-Base, Carl Roth, 
Karlsruhe, BRD) auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. 
Die EZL60 wurde durch eine Verdünnung der EZL auf 60 Volumen% mit A. bidest. 
hergestellt. 
2.2.3 Erythropoietin 
Das Schwellungsverhalten der Müllerzellen wurde mit rattenspezifischem 
Erythropoietin (Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD; A-8208) untersucht. Das 
Erythropoietin wurde in A. bidest. gelöst, so dass eine Stammlösung der Konzentration 
von 1 µM entstand. Diese wurde mit der jeweiligen hypotonen Lösung auf 1 nM 
verdünnt. 
2.2.4 Applizierte Substanzen 
Zur Untersuchung der durch EPO aktivierten Signalkaskade wurden die in Tab.1 
aufgeführten Substanzen verwendet. 
Tab. 1: Angaben zu den verwendeten Substanzen 
Bezeichnung, verwendete Konzentration, Eigenschaft, Lösungsmittel, Applikationsschema (siehe 
Abb. 3), Inkubationszeit und Bezugsquelle der verwendeten Substanzen  
(PKC: Proteinkinase C; PKA: Proteinkinase A; mGluR: metabotroper Glutamat-Rezeptor; PLC: 
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100 ng/ml Bindung gelösten 
Erythropoietins 






500 µM nicht selektiver 
Kationenkanalantagon
ist 
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Subtypen der PKC 
 




H2O2 50 µM erzeugt oxidativen 
Stress 



































100 µM selektiver Antagonist 
der m-Glu-R Gruppe 
II  







10 µM selektiver Antagonist 
des mGluR Gruppe 
I/5 






















10 µM selektiver Antagonist 
des Nukleosid-
Transporters  




















































10 µM selektiver Inhibitor 
der Tyrosin-
phosphatase 1B und 
SHPTP-1  



























10 µM selektiver Src-Kinase-
Inhibitor 











A. dest. B 15 min Tocris, 
Cookson Ltd., 
Bristol, UK 






10 µM selektiver Antagonist 
der PLC 





2.2.5 Retinapräparation und Schnittherstellung 
Nach Präparation der Retina wie im Punkt 2.1.2 beschrieben, wurde diese halbiert und 
auf einem Membranfilter (Schleicher & Schuell, Dassel, BRD) ausgebreitet, so dass 
sich die Photorezeptorseite zum Filter hin orientierte. Alle Arbeitsschritte fanden in 
EZL zum Schutz vor Austrocknung statt. 
Anschließend wurde die auf den Filter aufgebrachte Retina mit einer 
Schneidevorrichtung in 1 mm dicke Schnitte geschnitten. 
2.2.6 Messanordnung  
Die Messkammer bestand aus einem von Plexiglas umgebenen Objektträger und zwei 
auf dem Boden befestigten Plexiglaswürfeln, die Schlitze in der Mitte hatten. Diese 
dienten der Befestigung des Membranfilters mit der Retina.  
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2.2.7 Versuchsschema 
Das Ziel der Arbeit war es, zu untersuchen, inwieweit Müllerzellen ihr Volumen unter 
osmotischem Stress regulieren können und welchen Einfluss Erythropoietin auf diese 
Regulation hat. In diesem Sinne wurden für jeden Versuch sowohl Kontrollen in 
EZL60, bei denen die Zellen nicht schwollen, als auch in Ba60, bei denen die Zellen 
schwollen, durchgeführt (siehe Abb. 3A).  
Die getesteten Substanzen wurden anhand eines festen Schemas mit der 
Perfusionslösung zugeführt. Einige wurden nur der hypotonen Lösung zugesetzt 
(Abb. 3C). Andere befanden sich außerdem bereits in der normotonen Ba- Lösung 
(Abb. 3B). Die Schnitte wurden darin substanzabhängig 15-45 min vorinkubiert. 
2.2.8 Versuchsdurchführung 
Das Retinapräparat wurde in die oben beschriebene, mit Perfusionslösung gefüllte 
Messkammer gegeben und Mitotracker appliziert. Zur ersten Orientierung waren die 
Retinaschichten im Durchlichtmikroskop bei 40facher Vergrößerung gut abgrenzbar. 
Danach konnten die fluoreszenzgefärbten Müllerzellsomata mittels LSM in der INL 
dargestellt werden (Uckermann et al. 2004). 
Schließlich wurde die Perfusion nach dem jeweiligen Versuchsschema gestartet und die 
Aufzeichnung der Müllerzellsomata mittels des LSM mit einer Geschwindigkeit von 
einem Bild pro Sekunde begonnen. Um das maximale Somaareal für die spätere 
Ausmessung zu erhalten, wurde während des Experiments fortlaufend durch den 
Retinaschnitt fokussiert. Das Somaareal wurde zu Beginn des Versuchs in normotoner 
Lösung zweimal im Abstand von 60 s gemessen, woraus sich der Kontrollwert von 
100% ergibt. Danach wurden die Schnitte für 240 s mit hypotoner Lösung perfundiert 
und im Anschluss daran das Somaareal erneut gemessen.  
Für die Darstellung der Zeitabhängigkeit der Schwellung wurde 450 s lang alle 30 s 
durch den gesamten Schnitt fokussiert und das maximale Somaareal gemessen.  
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Abbildung 3: Ablaufschemata der Versuche. A) Folgende Kontrollmessungen wurden bei jedem 
Versuch mitgeführt: nicht schwellende Kontrolle in EZL/EZL60, schwellende Kontrolle in Ba/Ba60, 
nicht schwellende Kontrolle in Ba/Ba60+EPO. B) Ein Teil der applizierten Substanzen (X) musste 15- 45 
min. vorinkubiert werden (siehe Tab. 1) und wurden dann auch mit der hypotonen Lösung zugeführt. 
Weiterhin wurden EPO oder eine andere schwellungsinhibierende Substanz (Y) zugesetzt. C) Andere 
Substanzen (Z) wurden akut der hypotonen Lösung beigefügt.  
Die Bilder unter A stellen ein Müllerzellsoma vor (A) und nach (B) der Perfusion mit hypotoner 
Bariumlösung dar (schwellende Kontrolle). Die Somafläche ist vergrößert und die Zelle stellt sich 
abgerundet dar.  
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2.2.9 Ausmessen der Müllerzellquerschnittsflächen 
Nach der Durchführung des Versuches wurden die Querschnittsflächen der mit 
Mitotracker-Orange gefärbten Müllerzellsomata mit der Bildanalyse-Software des LSM 
ausgemessen. Die größten Querschnittsflächen der Müllerzellsomata wurden manuell 
umrandet. Mit Hilfe des Zeiss-Bildanalyseprogramms erhält man Werte für diese 
Querschnittsflächen zu den oben angegebenen Zeitpunkten.  
2.2.10 Auswertung der Messergebnisse und statistische Analyse 
Die statistische Auswertung erfolgte im Statistikprogramm Graph Pad Prism (GraphPad 
Software, San Diego, CA, USA). Der Mittelwert für die Fläche unter normotonen 
Bedingungen wurde aus den nach 0 und 60 s nach Beginn der Aufnahmen gemessenen 
Werten ermittelt. Dieser Wert wurde für jede Zelle auf 100% gesetzt, wodurch 
Schwankungen der Zellgrößen zwischen den Zellen nicht mit in die Auswertung 
eingehen. Weiterhin wurde die Fläche nochmals nach 240 s ab Beginn der hypotonen 
Perfusion gemessen und dieser Wert dann in Prozent des Kontrollwertes angegeben. Ein 
Wert von 100% bedeutet also, dass keine Veränderung der Müllerzellsomafläche 
stattfand, wie das bei den Kontrollversuchen in EZL60 zu beobachten war (siehe Abb. 6 
Ergebnisse).  
Die so erhaltenen Werte wurden von allen in dieser Gruppe gemessenen Zellen 
zusammengefügt, so dass Mittelwerte (MW) ± SEM (Standardfehler des Mittelwertes) 
berechnet werden konnten, wobei n der Anzahl der untersuchten Zellen entspricht. 
Durch den Mann-Whitney-Test (zweiseitig) wurden signifikante Unterschiede zwischen 
den Versuchsgruppen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von mindestens P<0,05 
festgestellt.  
Signifikante Unterschiede sind in allen Abbildungen dieser Arbeit wie folgt 
gekennzeichnet.  
Signifikante Unterschiede gegenüber der: P<0,001 P<0,01 P<0,05 
- EZL60  
(d. h. Zellschwellung) 
°°° °° ° 
- Ba60  
(d.h. keine Zellschwellung/ 
Schwellungshemmung) 
*** ** * 
- hypotonen Ba
2+
-Lösung mit 1nM EPO  
 (d.h. Aufhebung des EPO-Effektes  
= Zellschwellung) 
+++ ++ + 
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2.3 Immunfluoreszenz 
2.3.1 Darstellung von Erythropoietinrezeptoren in einer Dreifachfärbung im 
Retinaschnitt 
In diesem Experiment wurde der Kernfarbstoff Hoechst 33258 ( Invitrogen; H3569), ein 
Glutaminsynthetaseantikörper (Chemicon, MAB302) und ein 
Erythropoietinrezeptorantikörper (Santa Cruz) zur Dreifachfärbung kombiniert. Die 
Retina wurde wie unter 2.1.2 beschrieben präpariert. Dies fand in einer mit PBS 
gefüllten Petrischale statt. Der Ablauf der Färbungen wird im folgenden Protokoll 
beschrieben: 
2.3.2 Darstellung von Erythropoietinrezeptoren an isolierten Müllerzellen 
Für diese Färbung wurden ein Glutaminsynthetaseantikörper und ein 
Erythropoietinrezeptorantikörper zur Zweifachfärbung verwendet. Die Retina wurde 
wie unter 2.1.2 beschrieben präpariert und danach für 30 Minuten bei 37°C in PBS mit 
0,4 mg/ml Papain (Roche, Mannheim, BRD) gegeben. 
 
 
- Fixation in 4%igem Paraformaldehyd für 1,5 h 
- 3 x 30 Minuten waschen in PBS 
- Einbettung in 3%ige Agarose 
- Herstellung 70 µm dicker Schnitte mit dem Vibratom 
- Waschen in 0,5% TritonX100, 1,5% DMSO und PBS für 30 Min. 
- Inkubation in einer Blockerlösung aus 10%igem normalen Ziegenserum, 0,5% 
TritonX100, 1,5% DMSO und PBS für 1h 
- Inkubation mit Maus-anti-Glutaminsynthetase- und Kaninchen-anti-
Erythropoietinrezeptor- Antikörper über Nacht bei 4°C 
- 3 x Waschen mit 0,5% TritonX100, 1,5% DMSO und PBS, Dauer: 4 h 
- Inkubation mit Ziege-anti-Kaninchen-Cy3 / Ziege-anti-Maus-Cy2 (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, Inc.) über Nacht bei 4° C 
- 3 x Waschen mit 0,5% TritonX100, 1,5% DMSO und PBS, Dauer: 3 h 
- Inkubation mit 0,1%igem Kernfarbstoff Hoechst 33258 für 30 min. 
- 3 x Waschen mit PBS 30 Min. 
- 1 x Waschen mit Aqua bidest. 
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- Waschen mit PBS zur Entfernung des Papains  
- DNase- Behandlung (DNase I, Sigma, 200 U/ml) 
- Fixierung mit 4% Paraformaldehyd für 10 Minuten 
- Waschen mit PBS 
- Trituration des Gewebes zur Vereinzelung der Zellen 
-  Ausstrich von 40 µl der Zellsuspension auf jeweils einen beschichteten 
Objektträger (Superfrost plus, Menzel, Braunschweig, BRD) 
- Blockierung und Permeabilisation mit 5%igem normalen Ziegenserum 0,5% 
TritonX100, 1,5% DMSO und PBS für 30 Minuten 
- Inkubation mit Kaninchen- anti- EPO-Rezeptor-Antikörper und Maus-anti-
Glutaminsynthetase- Antikörper für 2 h bei Raumtemperatur 
-  Waschen mit 1%igem Rinderserumalbumin  
- Zugabe der Sekundär-Antikörper Ziege-anti-Kaninchen-Cy3 und Ziege-anti- 
Maus-Cy2 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) 
- 3 x Waschen mit PBS 30 Min. 
- 1 x Waschen mit Aqua bidest. 





3.1 Die Müllerzellschwellung 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Schwellungsverhalten von Müllerzellen bei 
osmotischem Stress untersucht. Wie von Pannicke et al. (2004, 2006) beschrieben, 
reagieren Müllerzellen in postischämischen Netzhäuten und Netzhäuten diabetischer 
Ratten auf ein Absinken der extrazellulären Ionenkonzentration mit einer 
Größenzunahme ihrer Somata, was als Zellschwellung interpretiert wird. Weitere 
Experimente zeigten, dass auch Müllerzellen in Kontrollnetzhäuten in einer hypotonen 
Lösung mit 1 mM BaCl2 schwellen (Pannicke et al. 2004). Ba
2+
-Ionen blockieren 
konzentrationsabhängig einen großen Teil der K
+
-Leitfähigkeit der Müllerzelle. Mit 1 
mM Ba
2+
 sind die einwärts rektifizierenden K
+
 - (Kir) Kanäle vollständig blockierbar; 
spannungsabhängige (auswärts rektifizierende) K
+
-Ströme sind deutlich reduziert 
(Newman 1989, Pannicke et al. 2005). In Abb. 4 ist ersichtlich, dass bei einer 
zehnminütigen Vorinkubation mit Ba
2+
 (1 mM) die relative Somafläche der 
Müllerzellen in hypotonem Milieu über einen Perfusionszeitraum von 300 s um 10-20%  
 
Abbildung 4: Zeitverlauf der Müllerzellschwellung in EZL60 mit und ohne Ba
2+
. Unter hypotonen 
Bedingungen (60% Osmolarität der EZL) reagierten die Müllerzellen nur dann mit einer Zunahme ihrer 




 (roter Graph: EZL+Ba
2+
) blockiert wurden, wobei ein 
besonders starker Anstieg in den ersten 120 s erfolgte. Die relative Müllerzellsomafläche nahm dabei um 
10-20% zu. Unter Kontrollbedingungen, d.h. in hypotoner Lösung ohne Bariumzugabe (blauer Graph: 
EZL) ließ sich keine Zunahme der Müllerzellsomafläche beobachten. Es ergab sich ein signifikanter 
Unterschied (P<0,001) zwischen der relativen Somafläche der Müllerzellen in hypotoner Ba
2+
-Lösung 
gegenüber der Somafläche von Müllerzellen in hypotoner EZL. 
Dargestellt sind die MW ± SEM mehrerer Zellen (n).  
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zunahm. Als Kontrolle diente die Perfusion mit einer hypotonen EZL ohne Ba
2+
, bei der 
sich keine signifikante Zunahme der relativen Müllerzellsomafläche feststellen ließ. 
 
3.2 Der Einfluss von EPO auf die Müllerzellschwellung 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von EPO auf die unter 3.1 beschriebene 
Müllerzellschwellung untersucht. EPO wurde in einer Konzentration von 1 nM mit der 
hypotonen Lösung appliziert. Es konnte dabei die Ba
2+
-induzierte Schwellung der 
Müllerzellsomata über einen Zeitraum von 300 s verhindern (Abb. 5).  
 
Abbildung 5: Zeitverlauf der Müllerzellschwellung bei Applikation von EPO (1 nM) in Ba
2+
-
haltiger Lösung. Während die Zellen bei Perfusion mit hypotoner Bariumlösung über einen Zeitraum 
von 300 s mit einer Zunahme ihrer Somafläche bis zu 20% reagierten (roter Graph: Ba60), war bei den 
Müllerzellen, die zusätzlich mit EPO behandelt wurden, keine Zunahme der relativen Somafläche zu 





Die Ergebnisse der weiteren Versuche werden in Balkendiagrammen gemäß Abb. 6 
dargestellt. Sie zeigen die Mittelwerte der Müllerzellsomaflächen in % nach 
vierminütiger Perfusion der Schnitte mit hypotoner Lösung und den entsprechenden 
Standardfehler der Mittelwerte. Als Kontrolle gelten die Mittelwerte der relativen 
Somaflächen bei Perfusion mit EZL60 (blauer Balken / ohne EPO), und als Ba
2+
-
Kontrolle diejenigen aus Experimenten mit hypotoner Bariumlösung (roter Balken 
Abb. 6). Die Kontrolle zeigte bei jedem Versuch, dass es zu keiner Zunahme der 
relativen Somafläche in EZL60 kam, während die Ba
2+
-Kontrolle eine Zunahme der 
relativen Somafläche um 10-20% zeigte. Alleinige Applikation von EPO in EZL60 
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verursachte keine Veränderung der Müllerzellsomafläche (Abb. 6), Applikation von 
EPO in Anwesenheit von Ba
2+
 reduzierte bzw. unterdrückte die Schwellung. 
 
 
Abbildung 6: Somaflächen der Zellen, die 
mit verschiendenen hypotonen Lösungen 
perfundiert wurden.  
Die Kontrolle zeigte bei jedem Versuch, dass 
es zu keiner Zunahme der relativen 
Somafläche in hypotoner EZL kam (blauer 
Balken/ ohne EPO) und auch die Zugabe von 
EPO zu EZL60 keine Größenveränderung 
verursachte (blauer Balken/ mit EPO).  
Als Schwellungskontrolle sind die in 
hypotoner Bariumlösung perfundierten 
Müllerzellsomaareale dargestellt (roter 
Balken / ohne EPO), bei denen es zu einer 
Somaarealzunahme von 10-20% kam. Diese 
Schwellung wird durch Zugabe von 1 nM 











3.2.1 Konzentrationsabhängigkeit der Schwellungsinhibition durch EPO 
 
In weiteren Versuchen wurde EPO in verschiedenen Konzentrationen getestet. Dabei 
zeigte sich ein schwellungsinhibierender Effekt bei Konzentrationen von 10 nM, 1 nM 
und 100 pM, während EPO in einer Konzentration von 10 pM die Müllerzellschwellung 
durch Ba
2+
 nicht mehr vollständig verhindern konnte. EPO hatte keinen 
schwellungsinhibierenden Effekt in Konzentrationen von 1 pM und 0,1 pM (Abb. 7). Es 
wurde bei allen weiteren Versuchen in einer Konzentration von 1 nM eingesetzt, um 
zuverlässig einen schwellungshemmenden Effekt zu erzielen. Anhand einer 
Regressionskurve ließ sich für die Schwellungshemmung durch EPO ein EC50-Wert von 




Abbildung 7: Konzentrationsabhängigkeit des schwellungsinhibierenden EPO-Effekts.  
Ab einer EPO-Konzentration von mindestens 100 pM tritt keine signifikante Somavolumenzunahme auf, 
bei 10 pM ist die Schwellungsinhibition unvollständig und unterhalb davon tritt keine 




Abbildung 8: Regressionskurve für die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung. Viereckige Punkte= 
Mittelwert der relativen Somaareale für die entsprechende EPO-Konzentration mit dem jeweiligen 
Standardfehler des Mittelwertes. Der EC50-Wert liegt bei circa 7 pM. Bei dieser Konzentration kommt es 
zu einer relativen Somaflächenzunahme von rund 111%, gemäß der Regressionskurve. Dabei ist zu 
beachten, dass auch bei den höchsten EPO-Konzentrationen nicht der Wert von 100% für die Somagröße 
erreicht wurde, allerdings bestand kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle (siehe Abb. 6). 
Ergebnisse 
 21 
3.3 EPO und die Wirkung von Entzündungsmediatoren 
Es ist bekannt, dass Retinaerkrankungen wie diabetische Retinopathie oder 
Makulaödem pathogenetisch mit einer lokalen Entzündungsreaktion und oxidativem 
Stress einhergehen (Leal et al. 2005, Joussen 2001). So gelten Arachidonsäure und ihre 
Metabolite als Hauptmediatoren des Makulaödems (Guex-Crosier 1999; Miyake, Ibaraki 
2002). Staub et al. (1994b) konnten eine durch Arachidonsäure verursacht Schwellung 
bei Astrozyten nachweisen. Deshalb wurde die Wirkung von Arachidonsäure auch an 
Müllerzellen untersucht. Die Applikation von Arachidonsäure in EZL60 bewirkte eine 
Schwellung der Müllerzellsomata (Abb. 9). Da in Retinae diabetischer Ratten eine 
verstärkte Aktivität der Cyclooxygenase 2 und ein erhöhter Prostaglandin E2-Spiegel 
nachgewiesen wurden (Du et al. 2004), wurde das Schwellungsverhalten der 
Müllerzellen auch unter Zugabe von Prostaglandin E2 (PGE2) untersucht. Auch PGE2 
bewirkte in EZL60 eine Zellschwellung (Abb. 9). Weiterhin kommt es bei 
Entzündungsvorgängen zu oxidativem Stress im Gewebe. So konnten Kowluru und 
Kennedy (2001) in diabetischen Netzhäuten H2O2 in erhöhter Menge nachweisen. Die  
 
Abbildung 9: Schwellungsinduktion durch Entzündungsmediatoren und deren Hemmung durch 
EPO. In EZL60 bewirkten Arachidonsäure (AA), Prostaglandin E2 (PGE2) und Wasserstoffperoxid 
(H2O2) eine Schwellung der Müllerzellsomata. Die durch Prostaglandin E2 und Arachidonsäure 
verursachte Schwellung konnte durch EPO aufgehoben werden, während EPO keinen Einfluss auf die 




Gabe von H2O2 im Experiment verursachte eine Schwellung der Müllerzellen (Abb. 9).  
Im nächsten Schritt wurde überprüft, ob EPO die Effekte der Entzündungsmediatoren 
beeinflussen kann. Durch Gabe von EPO konnte die durch Arachidonsäure und PGE2 
induzierte Schwellung verhindert werden. Im Gegensatz dazu wurde der Effekt von 
H2O2 durch EPO nicht signifikant verkleinert (Abb. 9). 
 
3.4 Die Signalkaskade der Schwellungsinhibition  
Für die Schwellungsinhibition durch Neuropeptid Y und VEGF wurde eine purinerge 
Signalkaskade beschrieben, in deren Verlauf es zu einer Glutamatrezeptoraktivierung 
kommt und die mit einer durch Adenosinrezeptoren vermittelten Öffnung von Kalium- 
und Chloridkanälen endet (Uckermann et al. 2006, Wurm et al. 2008). 
Zudem konnte gezeigt werden, dass bei Gliazellen der Mausretina diese Signalkaskade 
zur Homöostase des zellulären Volumens unter hypotonen Bedingungen bereits 
intrinsisch aktiv ist (Wurm et al. 2009a). Um herauszufinden, ob Gliazellen der 
Rattenretina dieselbe endogene Signalkaskade für ihre Zellvolumenregulation unter 
hypotonen Bedingungen nutzen, wurden verschiedene blockierende Substanzen 
verwendet. 
Wie in Abb. 10 gezeigt, wurde durch folgende Substanzen, die die Schritte am Beginn 
des für VEGF beschriebenen Signalweges blockieren (Wurm 2008), keine Schwellung 
hervorgerufen: SU1498, Inhibitor des VEGF-Rezeptorkinase KDR/flk-1, BAPTA/AM, 
ein zellpermeabler Calciumchelator, LY341495, ein Antagonist für metabotrope 
Glutamatrezeptoren der Gruppe II. 
Im Gegensatz dazu induzierten folgende Substanzen, die bedeutende Schritte am Ende 
der Signalkaskade inhibieren, eine Schwellung: MRS2179, ein P2Y1-
Rezeptorantagonist, und DPCPX, ein A1-Rezeptorantagonist. 
Diese Daten bestätigen die Hypothese einer intrinsischen Aktivität der purinergen 
Signalkaskade in Müllerzellen der Ratte, wie sie zuvor bei der Maus gefunden wurde. 
Auch in der Rattenretina scheint die Volumenregulation der Müllerzellen unter 
hypotonen Bedingungen unter Einbeziehung von P2Y1- und A1-Rezeptoren abzulaufen, 
während VEGF, intrazellulärer Ca
2+
-Anstieg und Aktivierung metabotroper 




Abbildung 10: Intrinsische Aktivität der purinergen Signalkaskade. 
Die Blockade der Anfangsschritte der Signalkaskade mit SU1498, KDR/flk-1-Inhibitor, BAPTA/AM, 
intrazellulärer Calciumchelator und LY341495, ein mGluR II- Blocker, riefen keine Schwellung der 
Zellen in hypotoner Lösung hervor.  
Hingegen konnte durch Zugabe von MRS2179, ein P2Y1-Blocker, und DPCPX, ein A1-
Rezeptorantagonist, eine Schwellung hervorgerufen werden. Die durch DPCPX induzierte Schwellung 
ließ sich nicht durch EPO aufheben. (n=7-19) 
 
Im Folgenden wurde die EPO-Wirkung und die Wirkung weiterer Agonisten der 
Signalkaskade unter Einfluss von löslichem EPO-Rezeptor untersucht (Abb. 11). Dieser 
hob die durch EPO hervorgerufene Schwellungsinhibition auf. Auf die 
Schwellungsinhibition durch VEGF oder Glutamat hatte der lösliche EPO-Rezeptor 
jedoch keinen Einfluss. Die bariuminduzierte Schwellung wurde durch den löslichen 
EPO-Rezeptor nicht aufgehoben.  
Die Ergebnisse dieser Experimente weisen darauf hin, dass auch EPO eine Aktivierung 
der purinergen Signalkaskade auslöst. Deshalb wurden im Folgenden verschiedene 
Antagonisten dieses Signalweges unter Blockade der einwärtsgleichrichtenden 




Abbildung 11: Die Schwellungsinhibition von EPO, VEGF und Glutamat unter Einfluss von 
löslichem EPO-Rezeptor (EPOR). 
Der lösliche EPO-Rezeptor konnte die schwellungshemmende Wirkung von EPO, aber nicht von VEGF 
und Glutamat aufheben. Der lösliche EPO-Rezeptor allein hatte keinen Einfluss auf die durch Barium 
induzierte Schwellung. 
 
3.4.1 Die Beteiligung von K+/ Cl- - Kanälen an der Schwellungsinhibition durch 
EPO 
Eine Möglichkeit, einen Wassereinstrom in hypotoner Lösung zu vermeiden, ist die 
Abgabe von Osmolyten in den Extrazellulärraum durch die Müllerzellen. Zur 
Ausschleusung von osmotisch wirksamen Ionen können neben den Kir-Kanälen, die 
durch Ba
2+
 blockiert werden, Zwei-Poren-K
+
-Kanäle und Chloridkanäle dienen 
(Reichenbach et al. 2007). Zur Untersuchung, ob diese Kanäle in den Mechanismus der 
Schwellungsinhibition durch EPO involviert sind, wurden die K
+
-Kanalblocker 
Clofilium und Chinin und die Chloridkanalblocker Flufenamic Acid und NPPB in 
Schwellungsexperimenten eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass die Ba
2+
-induzierte 
Schwellung durch alleinige Applikation dieser Blocker nicht signifikant verändert wird 
(Abb. 12). Hingegen wurde sowohl durch Clofilium und Chinin, als auch durch 
Flufenamic Acid und NPPB der schwellungshemmende Effekt von EPO aufgehoben. 












Abbildung 12: Der Effekt von Kalium- und Chloridkanalblockern auf die Schwellungshemmung 
durch EPO. Die durch Ba
2+
 induzierte Schwellung konnte durch Gabe von Chinin, Clofilium, 
Flufenamic Acid und NPPB nicht beeinflusst werden. Die Schwellungsinhibition durch EPO konnte 
durch Gabe der Kanalblocker unterdrückt werden. (n=6-20) 
 
3.4.2 Beteiligung von Adenosinrezeptoren an der Schwellungsinhibition durch 
EPO 





 - Kanälen vermittelt wird, wurde im Weiteren die Rolle von Adenosin und 
seinen Rezeptoren in diesem Prozess untersucht (Abb. 13). Während einer Ischämie in 
der Retina kann akut Adenosin freigesetzt werden (Roth et al. 1997). Dieses übt über 
A1-Rezeptoren einen gewebsprotektiven Effekt aus (Larsen, Osborne 1996; Ghiardi et 
al. 1999). Es ist auch bekannt, dass die Aktivierung von A1-Rezeptoren an Müllerzellen 
die Öffnung von barium -und arachidonsäureinsensitiven Kalium- und Chloridkanälen 
bewirkt (Skatchkov et al. 2006). Es wurde zuerst der selektive Antagonist von A1-
Rezeptoren DPCPX eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass die Schwellungsinhibition von 
EPO durch Zugabe von DPCPX in hypotoner Bariumlösung aufgehoben wurde, 
während der Blocker allein in hypotoner Bariumlösung keine Änderung der 
Müllerzellschwellung verursachte.  
Durch Aktivierung von A1-Rezeptoren kann letztlich die Proteinkinase A (PKA) 
aktiviert werden (Uckermann et al. 2005). Deshalb wurde auch bei der Gabe von EPO 





Schwellung durch EPO konnte durch H-89 aufgehoben werden, während H-89 keinen 
signifikanten Einfluss auf die Schwellung hatte.  
Des Weiteren wurde in früheren Arbeiten die Beteiligung der Phosphatidylinositol-3-
Kinase an den Signalwegen, die zur A1-Rezeptor-vermittelten Öffnung von 
Ionenkanälen führen, nachgewiesen (Wurm et al. 2008). So wurde als zellpermeabler 
Blocker der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) die Substanz LY 29-4002 
verwendet, um zu überprüfen, ob dieses Enzym auch an der durch EPO ausgelösten 
Schwellungsinhibition beteiligt ist. LY 29-4002 hob den EPO-Effekt auf und hatte 
keinen Einfluss auf das Schwellungsverhalten der Zellen in hypotoner Bariumlösung.  
Dies deutet darauf hin, dass die durch EPO ausgelöste Signalkaskade zur Aktivierung 
von A1-Rezeptoren führt und dass Phosphatidylinositol-3-Kinase und Proteinkinase A 
an den nachfolgenden Signalwegen beteiligt sind.  
 
Abbildung 13: Beteiligung von Adenosinrezeptoren und Kinasen an der Schwellungsinhibition 
durch EPO. Der A1-Rezeptorblocker DPCPX konnte die durch EPO vermittelte Schwellungshemmung 
aufheben. Die Antagonisten der PKA und PI3-Kinase, H-89 und LY29-4002, konnten ebenfalls die 
Schwellungsinhibition durch EPO aufheben. Alle drei Substanzen hatten keinen Effekt auf die 
Schwellung in hypotoner Bariumlösung. (n=6-21) 
 
Daraus ergibt sich die Frage, woher das Adenosin zur Aktivierung des A1-Rezeptors 
stammt. Es kommen zwei Möglichkeiten in Betracht: die extrazelluläre Spaltung von 
Nukleotiden durch die Ekto-5´-Nukleotidase oder der Transport von intrazellulärem 
Adenosin nach außen durch einen Nukleosidtransporter.  
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Deshalb wurde der Einfluss von AOPCP, einem Inhibitor der Ekto-5´-Nukleotidase, 
und NBTI, einem Blocker der Nukleosidtransporter, auf die EPO- Wirkung untersucht. 
Es zeigte sich, dass AOPCP keinen Einfluss auf die EPO- Wirkung hatte, also EPO 
weiterhin die Ba
2+
-induzierte Müllerzellschwellung verhindern konnte. NBTI hingegen 
hob den EPO- Effekt auf, die Müllerzellsomata schwollen in Anwesenheit von Ba
2+
 
trotz EPO- Zugabe. Diese Daten (Abb. 14) deuten darauf hin, dass das Adenosin, das 
bei der Schwellungshemmung eine Rolle spielt, durch NBTI-sensitive Transporter aus 
der Zelle ausgeschleust wird, während der extrazelluläre Abbau von AMP zu Adenosin 
offensichtlich keine Rolle spielt.  
 
Abbildung 14: Art der Adenosinfreisetzung. 
AOPCP, ein Ekto-5´- Nukleotidaseinhibitor, hatte keinen Einfluss auf die Schwellungsinhibition durch 
EPO, während NBTI, ein Nukleosidtranporterblocker, den schwellungsinhibierenden Effekt von EPO 
aufhob. Beide Substanzen hatten keinen Einfluss auf die Schwellung in Abwesenheit von EPO. (n=6-18) 
 
3.4.3 Beteiligung von P2Y-Rezeptoren 
Kalisch et al. (2006) beschrieben, dass eine P2Y1-Rezeptoraktivierung bei der 
Müllerzellschwellungsinhibition die Adenosinfreisetzung auslöst. P2Y1-Rezeptoren 
werden auf den inneren Fortsätzen von Müllerzellen exprimiert (Ward, Flechter 2009, 
Wurm et al. 2009 b). 
Deshalb wurde MRS2179, ein kompetitiver P2Y1-Rezeptorantagonist, im Experiment 
mit EPO eingesetzt. Es zeigte sich, dass MRS2179 die schwellungshemmende Wirkung 
des EPO aufhob und die Ba
2+
-induzierte Müllerzellschwellung nicht beeinflusste 
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(Abb. 15). Dies ist ein Beleg für die Involvierung von P2Y1-Rezeptoren in die durch 
EPO ausgelöste Signalkaskade. 
ADP ist ein selektiver Agonist von P2Y1-Rezeptoren (Abbracchio et al. 2006). Es 
konnte gezeigt werden, dass das wichtigste Enzym zum Abbau von Nukleotiden im 
Parenchym der Nagetierretina die NTPDase2 ist. Dieses Enzym wird auf Müllerzellen 
exprimiert (Iandiev et al. 2007). Es baut bevorzugt ATP zu ADP ab. Müllerzellen 
können nach Glutamatrezeptoraktivierung ATP endogen freisetzen (Uckermann et al. 
2006; Wurm et al. 2008). Um zu überprüfen, ob auch die Schwellungsinhibition durch 
EPO die extrazelluläre Bildung von ADP durch NTPDase2 voraussetzt, wurde 
ARL67156, ein NTPDase-Inhibitor, eingesetzt. Die Schwellungsinhibition durch EPO 
konnte durch Gabe von ARL67156 aufgehoben werden (Abb. 15), was ein Beleg dafür 
ist, dass extrazellulärer Abbau von ATP zu ADP ein wichtiger Schritt in einer durch 
EPO aktivierten Signalkette ist, die zur Schwellungsinhibition führt. MRS2179 und 
ARL67156 hatten keine Einfluss auf das Schwellungsverhalten in Ba
2+
-haltiger Lösung 
ohne EPO (Abb. 15). 
 
Abbildung 15: Die Einbindung von P2Y1-Rezeptoren in den EPO- Signalweg zur 
Schwellungsinhibition. Die durch EPO induzierte Schwellungsinhibition wird sowohl durch den P2Y1-
Antagonisten MRS2179, als auch durch den Ekto-ATPase-Inhibitor ARL67156 aufgehoben. In hypotoner 
Bariumlösung haben MRS2179 und ARL67156 keinen zusätzlichen schwellungshemmenden oder -




3.4.4 Involvierung von Glutamatrezeptoren in die schwellungsinhibierende 
Wirkung von EPO 
Aus den Befunden des vorhergehenden Kapitels ergibt sich die Frage, wo das 
extrazelluläre ATP, das dann als Substrat für den Abbau zu ADP und die folgende 
Aktivierung von P2Y1-Rezeptoren zu Verfügung steht, herstammt. Es ist bekannt, dass 
eine ATP-Freisetzung von Müllerzellen durch Glutamat ausgelöst werden kann (Kalisch 
et al. 2006; Wurm et al. 2008). Deshalb wurde die Rolle von Glutamatrezeptoren bei der 
durch EPO vermittelten Schwellungsinhibition untersucht. Dazu wurden Antagonisten 
für metabotrope Glutamatrezeptoren der Gruppe I verwendet: CPCCOEt als mGluR1-
Antagonist und MPEP als mGluR5-Antagonist. Für die Gruppe II wurde EGLU als 
gruppenspezifischer Antagonist und als mGluR3-spezifischer Antagonist wurde LY-34 
1495 verwendet. Bei Zugabe zur EPO- enthaltenden Bariumlösung wurde durch alle 
vier Antagonisten der EPO- Effekt aufgehoben, das heißt, dass die Zellen trotz EPO 
schwollen. Durch die Zugabe der mGluR-Blocker zur hypotonen Bariumlösung wurde 
die Schwellung der Zellen weder gehemmt noch zusätzlich vermehrt (Abb. 16). Dies 
 
Abbildung 16: Die Bedeutung von Glutamatrezeptoren für den schwellungsinhibierenden Effekt 
von EPO. Die Blocker metabotroper Glutamatrezeptoren CPCCOEt (mGluR1, Gruppe I), MPEP 
(mGluR5, Gruppe I), EGLU (Gruppe II) und LY-341495 (mGluR3, Gruppe II) zeigen keine signifikante 
Einflussnahme auf die Schwellung der Zellsomata in hypotoner Bariumlösung. Die 
schwellungsinhibierende Wirkung von EPO wird aber durch CPCCOEt, MPEP, EGLU und LY-143495 
aufgehoben. Dies weist auf eine Aktivierung von metabotropen Glutamatrezeptoren der Gruppe I und II 




spricht dafür, dass metabotrope Glutamatrezeptoren der Gruppen I und II in die durch 
EPO ausgelöste Signalkaskade involviert sind. Es scheinen mehrere mGluRs beteiligt 
zu sein, aber es reicht, einen davon zu blocken, um die Signalkaskade zu unterbrechen.  
 
3.4.5 Möglichkeiten der Glutamatfreisetzung innerhalb der durch EPO 
aktivierten Signalkaskade 
 
Das zur Rezeptoraktivierung benötigte Glutamat könnte aus Neuronen oder 
Müllerzellen stammen. Während eine Glutamatfreisetzung aus Neuronen an 
glutamatergen Synapsen lange bekannt ist, konnte mittlerweile auch gezeigt werden, 
dass es in Astrozyten eine calciumabhängige Glutamatausschüttung gibt (Parpura et al. 
1994; Parpura, Haydon 2000).  
Zuerst sollte untersucht werden, ob EPO eine vesikuläre Ausschüttung von Glutamat 
initiiert. Dazu wurde der Inhibitor der vakuolischen H
+
- ATPase Bafilomycin A1 
genutzt, der die Beladung sekretorischer Vesikel mit Glutamat unterdrückt. Nach 
Vorinkubation mit Bafilomycin A1 konnte EPO die Schwellung in Ba
2+
-haltiger Lösung 
nicht mehr verhindern. Dies ist ein Hinweis auf eine mögliche vesikuläre Ausschüttung 
von Glutamat im Verlauf der Schwellungsinhibition durch EPO. Bafilomycin A1 hatte 
keinen Effekt auf die Ba
2+
-induzierte Müllerzellschwellung (Abb. 17). 
Es ist bekannt, dass die Proteinkinase C (PKC) auf vielfältige Art und Weise in 
intrazelluläre Signalprozesse involviert sein kann. Wurm et al. (2008) konnten zeigen, 
dass der PKC-Hemmer Gö6976 auch die Schwellungsinhibition durch VEGF aufheben 
kann. Es sollte nun überprüft werden, ob eine Hemmung der PKC auch den 
schwellungsinhibierenden Effekt von EPO beeinflusst. Gabe von Gö6976 beeinflusste 
das Ausmaß der Ba
2+
-induzierten Schwellung nicht, hob aber die EPO-Wirkung in 
hypotoner Bariumlösung auf (Abb. 17). Das Ergebnis zeigt, dass die PKC am EPO- 
Signalweg beteiligt ist. In einer Vielzahl von Zelltypen kann die PKC durch 
Phosphorylierung verschiedene Schritte der Exozytose regulieren (Morgan et al. 2005). 
Ob aber im vorliegenden Fall durch Hemmung der PKC die Exocytose von Glutamat 
direkt unterdrückt oder ein anderer Schritt im Signalweg zwischen EPO und 
Glutamatausschüttung blockiert wird, ist anhand der vorliegenden Daten nicht eindeutig 
zu entscheiden.  
Die Exocytose ist ein calciumabhängiger Prozess. Allerdings können intrazelluläre 
Calciumkonzentrationsänderungen eine Vielzahl weiterer intrazellulärer Vorgänge 
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beeinflussen, unter anderem die Aktivität der PKC (Kikkawa et al. 1982). Im Folgenden 
wurde versucht, Calciumkonzentrationsanstiege pharmakologisch zu unterdrücken. 
Dazu wurde zunächst der intrazellulär wirkende Calciumchelator BAPTA/AM getestet. 
Die schwellungshemmende Wirkung von EPO wurde durch Vorinkubation mit dem 
Calciumchelator aufgehoben, so dass die Zellen trotz EPO schwollen. Es zeigte sich 
damit, dass der EPO-Effekt vom Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration 
abhängig ist.  
 
 
Abbildung 17: Abhängigkeit der EPO-Wirkung von Vesikelausschüttung, intrazellulären 
Signalwegen und der intrazellulären Calciumkonzentration (Teil 1). Bafilomycin A1, Inhibitor der 
VATPase, Gö6976, PKC-Inhibitor und BAPTA/AM, ein intrazellulärer Calciumchelator, heben die durch 
EPO verursachte Schwellungsinhibition wieder auf. Die Substanzen selbst verursachen keine Änderung 
im Schwellungsverhalten der Müllerzellen in hypotoner Bariumlösung. (n=12-17)  
 
Calciumkonzentrationsänderungen können unter anderem durch Aktivierung der 
Phospholipase C ausgelöst werden. Phospholipase C setzt aus Phosphatidylinositolen 
Inositol-1, 4, 5-triphosphat frei, das wiederum Calcium aus intrazellulären Speichern 
mobilisieren kann. In Astrozyten konnte U73122, ein Phospholipase C-Inhibitor, die 
Glutamatausschüttung durch Abschwächung intrazellulärer Calcium-Anstiege 
reduzieren (Jeremic et al. 2001). Neben der Induktion des Calciumanstiegs wird bei 
Aktivität der Phospholipase C Diacylglycerol freigesetzt, das wiederum bei der 
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Aktivierung der PKC eine Rolle spielt (Kikkawa et al. 1982). Es wurde überprüft, ob 
Hemmung der Phospholipase C die EPO-Wirkung auf Müllerzellen beeinflusst. Die 
schwellungshemmende Wirkung des EPO wurde durch Zusatz von U73122 
aufgehoben. Die Ba
2+
-induzierte Müllerzellschwellung änderte U73122 jedoch nicht 
(Abb. 18). Es zeigte sich somit, dass Phospholipase C eine Rolle in der durch EPO 
vermittelten Signalkaskade spielt. Allerdings kann aufgrund der Tatsache, dass es durch 
Aktivität der Phospholipase C sowohl zu einem Anstieg der Calciumkonzentration als 
auch zur Freisetzung von Diacylglycerol kommt, nicht eindeutig entschieden werden, 
welche Wirkung von Phospholipase C entscheidend ist. Die wichtige Rolle des 
Calciumanstiegs wird aber durch die Wirkung von BAPTA/AM demonstriert.  
Der zur Exocytose von glutamathaltigen Vesikeln nötige Calciumanstieg kann aber 
auch durch spannungsabhängige Kanäle in der Zellmembran induziert werden. So 
könnte es durch die Aktivierung spannungsabhängiger Na
+
-Kanäle zu eine 
Depolarisation der Zelle kommen, die wiederum spannungsabhängige Ca
2+
-Kanäle 
aktiviert. Der daraus resultierende Ca
2+
-Einstrom setzt dann die Exocytose in Gang. Um  
 
Abbildung 18: Abhängigkeit der EPO-Wirkung von Vesikelausschüttung, intrazellulären 
Signalwegen und der intrazellulären Calciumkonzentration (Teil 2). In Anwesenheit des Inhibitors 





Tetrodotoxin und Cadmium, schwollen die Zellen trotz Gabe von EPO. Die Substanzen verursachen aber 
selbst keine Änderung im Schwellungsverhalten der Müllerzellen in hypotoner Bariumlösung. (n=6-13) 
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zu überprüfen, ob diese Mechanismen auch bei der durch EPO induzierten 
Signalkaskade eine Rolle spielen, wurde Tetrodotoxin als Blocker spannungsabhängiger 
Na
+
-Kanäle und Cadmium als Blocker von spannungsabhängigen Calciumkanälen 
getestet. Sowohl Tetrodotoxin als auch Cadmium hoben den EPO-Effekt auf. Beide 
Blocker beeinflussten die durch Ba
2+
-induzierte Schwellung nicht (Abb. 18). Diese 
Ergebnisse weisen darauf hin, dass sowohl spannungsabhängige Na
+
- als auch Ca
2+
-
Kanäle für den Ablauf der Signalkaskade zur Schwellungsinhibition wichtig sind. 
Allerdings scheint die Glutamatfreisetzung von vielen Faktoren abzuhängen, deren 
Bedeutung bisher nicht eindeutig geklärt werden konnte und deshalb mit spezielleren 
Methoden wie dem Calciumimaging zu untersuchen ist. 
 
3.4.6 Beteiligung von VEGF an der durch EPO induzierten Signalkaskade 
 
Aus der Literatur ist bekannt, dass die Behandlung von Zellkulturen neuronaler 
Vorläuferzellen mit rekombinantem EPO die Expression und Sekretion von VEGF 
signifikant erhöht (Wang et al. 2008). Davon ausgehend wurde in der vorliegenden 
Arbeit untersucht, ob VEGF auch bei der Inhibition der Müllerzellschwellung durch 
EPO eine Rolle spielt. VEGF bindet an Rezeptor-Tyrosinkinasen. Die Substanz SU1498 
ist ein selektiver Inhibitor der VEGF- Rezeptor-Tyrosinkinase KDR (flk-1, VEGFR2). 
Applikation von SU1498 unterdrückte die EPO-induzierte Schwellungshemmung 
(Abb. 19). Das deutet darauf hin, dass die Bindung von VEGF an den genannten 
Rezeptortyp für die Vermittlung des EPO-Effekts von Bedeutung ist. 
Wurm et al. (2008) beschrieben für den VEGF- Signalweg eine Src-Aktivierung durch 
VEGF-Gabe. Deshalb wurde im Folgenden untersucht, ob Src-Kinasen auch in der 
EPO- Signaltransduktion von Bedeutung sind. Dabei wurden PP1- Analogon und 
SU6656, beides selektive Src- Tyrosinkinase-Inhibitoren, eingesetzt. Beide Inhibitoren 
waren in der Lage, den schwellungsinhibierenden Effekt von EPO zu unterdrücken 
(Abb. 19). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass Src-Tyrosinkinasen in die durch EPO 
aktivierte Signalkaskade involviert sind. Da ein gleiches Ergebnis bei direkter Gabe von 
VEGF gefunden werden konnte (Wurm et al. 2008), kann vermutet werden, dass der 




Abbildung 19: Durch den VEGF-Rezeptor aktivierte intrazelluläre Enzyme und ihre Rolle in der 
durch EPO ausgelösten Schwellungsinhibiton. SU1498 ist ein potenter selektiver Inhibitor der VEGF-
Rezeptor-Tyrosinkinase KDR. Es hatte keinen Einfluss auf die durch Barium induzierte Schwellung, hob 
jedoch den EPO- Effekt wieder auf. Auch PP-1Analogon (PP-1A.) und SU 6656, selektive Src-
Kinaseinhibitoren, hoben die EPO-Wirkung auf, beeinflussten die Schwellung der Müllerzellsomata in 
hypotoner Bariumlösung jedoch nicht. (n=11-30) 
 
3.4.7 Durch EPO induzierte VEGF-Ausschüttung 
Der pharmakologische Nachweis der Aktivierung eines VEGF-Rezeptors (siehe 3.4.6) 
deutet darauf hin, dass durch Gabe von EPO eine autokrine Ausschüttung von VEGF im 
retinalen Gewebe induziert wird. Deshalb wurden die Schnitte mit neutralisierendem 
Antikörper gegen VEGF vorinkubiert und umspült. Der Zusatz von EPO zur antikörper-
enthaltenden hypotonen Bariumlösung konnte dann keine Schwellungshemmung mehr 
induzieren. Der Antikörper veränderte das Schwellungsverhalten in hypotoner 
Bariumlösung nicht im Sinne einer Rezeptoraktivierung und löste in hypotoner EZL 
auch keine Schwellung aus. Durch Gabe von Glutamat konnte die Schwellung der 
Müllerzellsomata trotz Antikörperzugabe verhindert werden (Abb. 20). Dies weist 
darauf hin, dass EPO eine Ausschüttung von VEGF im Gewebe bewirkt, das durch den 
Antikörper gebunden werden kann. Die Freisetzung von Glutamat ist der VEGF-
Wirkung innerhalb der Signalkaskade offensichtlich nachgeschaltet, da Glutamat trotz 




Abbildung 20: Die Ausschüttung von VEGF nach Gabe von EPO. Der neutralisierende anti-VEGF-
Antikörper (AntiVEGFAK) rief in hypotoner EZL keine Schwellung der Zellsomata hervor. Durch 
Zugabe des Antikörpers in die Bariumlösung ergab sich kein Unterschied zur normalen Bariumgruppe. 
Der Antikörper hob die durch EPO vermittelte Schwellungsinhibition wieder auf. Glutamat hingegen 
konnte auch in Anwesenheit von AntiVEGFAK die Ba
2+
-induzierte Schwellung unterdrücken. (n=6-18) 
 
3.4.8 EPO- Rezeptorsignaltransduktion 
Es ist bekannt, dass die Aktivierung des EPO-Rezeptors durch Bindung von EPO eine 
Stimulation der Janus-Tyrosinkinase 2 (Jak-2) induziert (Lacombe, Mayeux 1998). Um 
zu überprüfen, ob es auch beim Vorgang der EPO-induzierten Schwellunginhibition zu 
dieser Rezeptoraktivierung kommt, wurde AG490 genutzt, welches ein Januskinase2-
Inhibitor ist (Levitzki 2002). Es zeigte sich in den folgenden Experimenten mit AG490, 
dass die Hemmung der Januskinase 2 die EPO- Wirkung in hypotoner Bariumlösung 
aufhob, die Schwellung der Müllerzellsomata in hypotoner Bariumlösung aber nicht 
beeinflusste. Die Inhibition der Januskinase 2 hatte keinen Einfluss auf die 
schwellungsinhibierende Wirkung von VEGF und Glutamat. Beide Substanzen konnten 
die Schwellung trotz Anwesenheit von AG490 aufheben (Abb. 21). Daraus kann 
geschlussfolgert werden, dass die Januskinase 2 in die Signaltransduktion durch EPO 
nach der EPO-Rezeptoraktivierung aber vor der VEGF- bzw. Glutamat- 




Abbildung 21: Die Beteiligung von Januskinase 2 an der schwellungsinhibierenden Wirkung von 
EPO. Der Januskinase-2-Inhibitor AG490 hat keinen Einfluss auf die durch Ba
2+
-induzierte Schwellung. 
Die durch EPO ausgelöste Schwellungshemmung wird durch AG490 wieder aufgehoben. Sowohl unter 
Zugabe von VEGF, als auch unter Zugabe von Glutamat zur AG490 enthaltenden hypotonen 
Bariumlösung war keine Schwellung der Müllerzellsomata zu beobachten. (n=5-21) 
 
Allerdings ist AG490 auch ein Inhibitor der Kinase des Epidermalen Wachstumsfaktors 
(EGF-Kinase), weshalb zusätzlich mit dem selektiven Inhibitor der EGF-Kinase AG 
1478 überprüft wurde, ob diese eine Rolle in der Signaltransduktion spielt. Dabei zeigte 
sich, dass AG1478 keinen Einfluss auf die durch EPO verursachte 
Schwellungsinhibition hatte. Auch die schwellungshemmende VEGF-Wirkung wurde 
durch AG1478 nicht beeinflusst. Der Zusatz von AG1478 hatte keinen Einfluss auf das 
Schwellungsverhalten in hypotoner Extrazellulärlösung und hypotoner Bariumlösung. 
Damit kann davon ausgegangen werden, dass die EGF-Kinase keine Rolle im 
Signalweg spielt und durch AG490 ausschließlich Jak-2 inhibiert wird (Abb. 22).  
Für neuronale Progenitorzellen beschrieben Wang et al. (2008) eine durch EPO 
induzierte VEGF-Freisetzung. Diese konnte durch den MAP-Kinaseinhibitor U0126 
verhindert werden. Deshalb sollte auch für die Müllerzellschwellungsinhibition 
untersucht werden, ob MAP-Kinasen in diesem Prozess eine Rolle spielen. Dazu wurde 






Abbildung 22:: Einfluss von EGF-Kinase auf das Müllerzellschwellungsverhalten. 
Der Inhibitor der EGF-Rezeptorkinase AG 1478 hatte keinen Einfluss auf das Schwellungsverhalten der 
Zellen in hypotoner Extrazllulärlösung und hypotoner Bariumlösung. Des Weiteren wurden sowohl EPO 




verhalten der Zellen in hypotoner Extrazellulärlösung und hypotoner Bariumlösung. 
Jedoch verhinderte PD 98059- Zugabe den schwellungsinhibierenden EPO- Effekt. Die 
schwellungshemmende Wirkung von VEGF und Glutamat wurden jedoch nicht 
beeinträchtigt, was vermuten lässt, dass eine MAP-Kinaseaktivierung für einen 
Signalschritt notwendig ist, der nach der Aktivierung des EPO-Rezeptors, aber vor der 
Aktivierung von VEGF- und Glutamatrezeptoren stattfindet (Abb. 23). Es könnte sich 







Abbildung 23: Die Beteiligung von MAP-Kinasen an der Schwellungsinhibition durch EPO. 
Die Zugabe das MAP-Kinaseninhibitors PD 98059 hatte keinen Einfluss auf das Schwellungsverhalten in 
hypotoner Extrazellulärlösung. Auch die Schwellung in hypotoner Bariumlösung wurde durch PD 98059 
nicht verändert. Die schwellungshemmende EPO-Wirkung wurde durch MAP-Kinaseinhibition 
aufgehoben, nicht jedoch die VEGF- und Glutamatwirkung. (n:5-17) 
3.5 Die Lokalisierung von EPO- Rezeptoren im Netzhautschnitt 
und auf isolierten Müllerzellen 
Um bestimmen zu können, wo der EPO-Rezeptor innerhalb der Netzhaut lokalisiert ist, 
wurde eine Immunfluoreszenzfärbung am Retinaschnitt angefertigt (Abb. 24). Dabei 
zeigte sich ein Signal für den EPO-Rezeptor in allen inneren Retinaschichten bis zur 
inneren nukleären Schicht. Eine deutliche Färbung wiesen Ganglienzellen, aber auch 
Neuronen der inneren nukleären Schicht auf. Außerdem zeigten die 
Photorezeptoraußensegmente eine starke Färbung. Obwohl die Schnitte in der 
Zweitfärbung gegen Glutaminsynthetase markiert wurden, welche in der Netzhaut nur 
von Müllerzellen exprimiert wird (Linser, Moscano 1979), war eine eindeutige 
Zuordnung des EPO-Rezeptors zu Müllerzellen nicht möglich. Deshalb wurden im 
Weiteren isolierte Müllerzellen gefärbt. Die immuncytochemische Färbung mit anti-
Glutaminsynthetase-Antikörpern ergab eine deutliche Markierung der gesamten Zelle 
mit Soma und den zwei Stammfortsätzen. An den Stammfortsätzen waren vereinzelt 
Seitenfortsätze erkennbar, die in der intakten Netzhaut in den plexiformen Schichten 
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liegen. Auch der zum Glaskörper gewandte Endfuß ließ sich abgrenzen. In vielen 
Müllerzellen war eine Immunreaktivität gegen den EPO-Rezeptor sichtbar. Dabei zeigte 
sich ein typisches Verteilungsmuster der Färbung auf den inneren Stammfortsätzen in 
Somanähe (Abb. 25), also in einem Bereich, der sich in vivo innerhalb der inneren 
nukleären Schicht befindet. Vereinzelt erstreckte sich die Färbung sogar bis auf das 
Müllerzellsoma selbst (s. Abb. 25).  
Es konnte gezeigt werden, dass Müllerzellen aus Netzhäuten diabetischer Ratten bereits 
ohne Gabe von Barium-Ionen schwellen, und dass EPO diese Schwellung ebenfalls 
inhibiert (Krügel et al. 2010). Um zu überprüfen, ob die Expression des EPO-Rezeptors 
in der diabetischen Netzhaut verändert ist, wurden im Folgenden Antikörperfärbungen 
gegen den EPO-Rezeptor und Glutaminsynthetase an Netzhäuten und isolierten Zellen 
von diabetischen Ratten durchgeführt. In den Schnittfärbungen der diabetischen Tiere 
(Abb. 24) ist die Dicke der gesamten Netzhaut geringer als bei den unbehandelten 
Tieren, wobei sich besonders die innere plexiforme Schicht, die äußere Körnerschicht 
und die Photorezeptorschicht dünner darstellen. Weiterhin scheint die Intensität der 
Glutaminsynthetasefärbung vermindert, vor allem in der äußeren Körnerzellschicht. Der 
EPO-Rezeptor zeigt wiederum seine typische Lokalisation in allen inneren 
Retinaschichten bis zur inneren nukleären Schicht. Die Photorezeptoraußensegmente 
sind kaum auf EPO-Rezeptor angefärbt. Im Vergleich zur unbehandelten Netzhaut fällt 
bei den diabetischen Tieren eine Überlagerung der Glutaminsynthetase- und EPO-
Rezeptorfärbung entlang der Blutgefäße (siehe Vergrößerung Abb. 24) auf. Dies könnte 
ein Indiz für eine gesteigerte Expression von EPO-Rezeptoren an Kontaktstellen von 
Müllerzellen zu retinalen Blutgefäßen unter diabetischen Stoffwechselverhältnissen 
sein. Da für die Verteilung des EPO-Rezeptors auf Müllerzellen in den Schnitten keine 
genaue Aussage getroffen werden konnte, wurden hierzu wiederum isolierte Zellen 
gefärbt. 
Die isolierten Müllerzellen der diabetischen Tiere zeigen eine verminderte 
Immunfluoreszenz auf die EPO-Rezeptorfärbung. Nur bei vereinzelten Zellen stellt sich 
eine punktförmige, clusterartige Fluoreszenz im Bereich der Endfüße dar. Alle übrigen 
weisen keine fluoreszenzmikroskopisch detektierbare Markierung auf. Dies deutet auf 
eine verminderte Zahl der EPO-Rezeptoren auf Müllerzellen von diabetischen Tieren 






Abbildung 24: Die Darstellung von EPO-Rezeptoren im Retinaschnitt unbehandelter und 
diabetischer Tiere. Rot ist der EPO-Rezeptor (EPOR) und grün das Enzym Glutaminsynthetase (GS) 
dargestellt. Die blaue Färbung (Hoechst 33258) markiert die Zellkerne. Die Pfeile weisen auf Blutgefäße 
der vaskularisierten Rattennetzhaut. Die diabetische Netzhaut ist dünner und schwächer auf GS angefärbt 
als die unbehandelte.  
Die EPO-Rezeptoren haben im Vergleich zwischen diabetischer und unbehandelter Netzhaut eine 
weitgehend identische Verteilung, eine Ausnahme bildet lediglich die Kolokalisation des EPO-Rezeptors 
und der GS entlang von Blutgefäßen, die in der diabetischen Netzhaut auftritt (Pfeilspitzen), bei den 
unbehandelten Tieren aber fehlt. Der Bereich, auf den die linke Pfeilspitze in der diabetischen Netzhaut 
hinweist, ist im eingesetzten Bild stärker vergrößert dargestellt. 
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werden, dass bei der Isolationsprozedur kleinere Seitenausläufer der Zellen abreißen. 
Das würde erklären, dass die Doppelmarkierung für EPO-Rezeptor und GS, die im 
Schnittpräparat zu sehen ist (Abb. 24), an isolierten Zellen nicht gefunden wurde 
(Abb. 25).  
 In der Glutaminsynthetasefärbung weisen die Zellen keine markanten morphologischen 





Abbildung 25:Lokalisation des EPO-Rezeptors auf isolierten Müllerzellen. Die oberen zwei Bilder 
zeigen isolierte Müllerzellen unbehandelter Ratten, die mit Antikörpern für Glutaminsynthetase (GS), rot 
und EPO-Rezeptor (EPOR), grün gefärbt wurden. Unter den unbehandelten Zellen A und B sind jeweils 
die EPO-Rezeptorfärbungen allein dargestellt. Die Kästchen zeigen eine Vergrößerung des Somas und 
der somanahen Fortsätze.  Auf den unteren Abbildungen (C, D) befinden sich die gleichen Färbungen für 
diabetische Tiere. Hier ist die EPO-Rezeptormarkierung nicht oder nur vereinzelt an den Endfüßen der 







4.1 Die durch Bariumionen induzierte Müllerzellschwellung 
als Pathologiemodell 
In der vorliegenden Arbeit wurde das Schwellungsverhalten von Müllerzellen in 




 untersucht. Dabei zeigte 
sich in hypotoner Lösung eine Schwellung der Müllerzellsomata. 
Folgende Überlegungen liegen diesem Modell zu Grunde: Bei neuronaler Aktivität 
würden sich ohne entsprechende Regulationsmechanismen erhöhte Mengen von Wasser 
und Kaliumionen im Extrazellärraum ansammeln (Dmitriev et al. 1999). Müllerzellen 
sind entscheidend an der räumlichen Umverteilung dieses überschüssigen Wassers und 
Kaliums beteiligt. Der Befund, dass Kir4.1-Kanäle und Aquaporin-4 (AQP4) an glialen 
Ausläufern um Blutgefäße und an Müllerzellendfüßen, die die Netzhaut zum Glaskörper 
hin abgrenzen, kolokalisiert sind (Nagelhus et al. 1999, Iandiev et al. 2006), deutet 
darauf hin, dass an die Kaliumionenbewegungen Wasserströme gekoppelt sind. 
Kaliumionen und das ihnen aus osmotischen Gründen nachströmende Wasser werden 
dabei in den plexiformen Schichten von den Müllerzellen aufgenommen. Beides wird 
dann von diesen Zellen in Richtung Blutgefäße, Glaskörper und Subretinalraum wieder 
abgegeben (Abb. 26; Newman et al. 1984, Reichenbach et al. 1992).  
Bei der Ratte kommt es nach retinaler Ischämie (Pannicke et al. 2004) und bei 
diabetischer Retinopathie (Pannicke et al. 2006) zu einer Abnahme der Kaliumströme, 
zu einer verminderten Expression und einem Verlust der oben beschriebenen, typischen 
Lokalisation der Kir4.1-Kanäle. Diese Befunde lassen vermuten, dass Wasser- und 
Ionentransportprozesse in den Müllerzellen unter pathologischen Bedingungen 
beeinträchtigt sind. Die im Pathologiemodell stattfindende Reduktion der Kaliumströme 
kann experimentell auch durch Blockade der Kir-Kanäle mit Ba
2+
-Ionen erreicht werden 
(Newman 1989, Pannicke et al. 2005a). Damit kann im Tiermodell eine konkrete 
funktionelle Störung nachgeahmt werden, die bei pathologischen Veränderungen der 
Netzhaut in Müllerzellen auftritt (Pannicke et al. 2004, 2005b). Derartige 
Veränderungen in der Müllerzellfunktion bei Netzhauterkrankungen können unter 
Umständen schon zu frühen Zeitpunkten im Krankheitsverlauf auftreten (Zhu et al. 
2008; Juen, Kieselbach 1990).  
Bei bestimmten Netzhauterkrankungen, so z.B. der diabetischen Retinopathie, kann ein 
Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke zu osmotischem Stress im retinalen Gewebe 
Diskussion 
 43 
führen, was eine Voraussetzung für das Entstehen eines extrazellulären oder auch 
vasogen genannten Ödems sein kann (Marmor 1999, Leal et al. 2005). Um 
Bedingungen zu erzeugen, die einem Ödem entsprechen, wurden die Retinaschnitte 
deshalb mit hypotoner Extrazellulärlösung umspült. Die Ödembildung in vivo scheint 
zwar durch erhöhte intrazelluläre Ionenkonzentrationen zu Stande zu kommen (Liang et 
al. 2007), da jedoch intrazelluläre Ionenkonzentrationen schwer kontrollierbar sind, 
wurde im Rahmen der Experimente der osmotische Gradient vorzugsweise durch die 
Herabsetzung der gut regulierbaren extrazellulären Ionenkonzentration erzeugt. 
Aufgrund dieser Überlegungen wurden Schwellungsexperimente in Anwesenheit von 
Barium-Ionen durchgeführt, wodurch auf die Induktion von Netzhauterkrankungen am 
lebenden Tier weitgehend verzichtet werden konnte.  
 
 
Abbildung 26: Schema der Kalium- und Wasserpufferung in der gesunden und der pathologisch 
veränderten Retina.  
Abbildung A zeigt den osmotischen Ausgleich in der gesunden Retina. Ein Überschuss an Wasser und 
Kaliumionen wird aus den plexiformen Schichten aufgenommen und entlang der Müllerzellfortsätze 
geleitet.  
Abbildung B stellt eine pathologisch veränderte Retina dar. Hierbei kommt es zur Herunterregulation der 
Kir4.1-Kanäle am Müllerzellendfuß und an den Blutgefäßen. Dadurch kann das aus den plexiformen 
Schichten aufgenommene Wasser nicht abgegeben werden und führt zur Schwellung der Müllerzelle, die 
im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch Messung der Schwellung des Somas erfasst wurde. Durch 
Barium lässt sich diese Pathologie simulieren.  
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4.2 Die EPO-Wirkung auf die Schwellung von Müllerzellen 
Aus der Literatur ist bekannt, dass posttraumatisches (Verdonck et al. 2007) und 
kälteinduziertes (Okutan et al. 2008) Hirnödem bei Ratten durch EPO dauerhaft 
reduziert werden können. In der Retina zeigte EPO einen protektiven Effekt bei 
vasogenem Ödem durch Verhinderung von Endothelzelltod und Verminderung der 
Permeabilität der Blut-Retina-Schranke (Zhang et al., 2008). Die vorliegenden 
Ergebnisse zeigen, dass EPO auch ein zytotoxisches Ödem der retinalen Müllerzellen 
durch Stimulation der gliagestützen Volumenregulation verhindern kann. 
Normalerweise werden die neuroprotektiven Effekte des EPO durch Gentranskription 
vermittelt (Marti 2004). Die Schwellungshemmung ist allerdings ein akuter Vorgang, 
für den eine Regulation auf genetischer Ebene keine Rolle spielt. Auch Gunnarson et al. 
(2009) konnten an Hirnastrozyten zeigen, dass EPO die Gliaschwellung akut reduzieren 
kann. Für die Inhibition der Schwellung bei Astrozyten wurde EPO in Konzentrationen 
von 10
-7
g/ml eingesetzt, was einer molaren Konzentration von 5,4 nM entspricht 
(Gunnarson et al. 2009). Weiterhin ist für Astrozyten eine Affinität für EPO zu seinem 
Rezeptor von 1-10 nM (Brines, Cerami 2005) beschrieben. Diese Konzentrationen 
befinden sich in derselben Größenordnung, wie die in oben stehenden Experimenten zur 
Schwellungsinhibition bei Müllerzellen verwendete Konzentration von 1 nM. Die EC50 
für die Schwellungshemmung lag bei 7 pM. Protektive Effekte des EPO auf Neuronen 
wurden mit Konzentrationen von 1 pM (Koshimura et al. 1999) und 3 pM (Morishita et 
al. 1997) beobachtet. Für diese auf gen-regulatorischen antiapoptotischen Effekten 
beruhenden Wirkungen scheinen also geringere Konzentrationen als für die 
Kurzzeitwirkungen von Nöten zu sein. Dies könnte daran liegen, dass für Kurzzeit- und 
Langzeitwirkung unterschiedliche Signalwege bzw. Endpunkte wichtig sind.  
4.3 Der grundlegende Signalweg der Schwellungsinhibition 
wird durch EPO aktiviert 
Um die Wirkung von EPO unter pathologischen Bedingungen zu untersuchen, wurden 
wie oben dargestellt die Kaliumkanäle mit Bariumionen blockiert (Pannicke et al. 
2005a). Damit ist die normale Volumenregulation der Müllerzellen gestört (Abb. 26B) 
und andere Wege des Flüssigkeitstransports müssen zur Ödemauflösung aktiviert 
werden. Für EPO konnte gezeigt werden, dass dieser Wassertransport wahrscheinlich 
osmotisch an Kalium– und Chloridbewegungen gekoppelt ist. Dabei spielen barium- 





-Kanäle beschrieben, und womöglich volumensensitive Chloridkanäle eine 
Rolle (Abb. 27). Eine Verhinderung der Zellschwellung durch Öffnung von Zwei-
Poren-Kaliumkanälen wurde bereits für das Zellschwellungsverhalten von Ehrlich-
Tumorzellen (Hoffmann, Hougaard 2001) und hippocampalen Astrozyten beschrieben 
(Päsler et al. 2007). Weiterhin konnte an Astrozyten eine Zellschwellung durch Zugabe 
der Chloridkanalblocker NPPB und SITS beobachtet werden (Crèpel et al. 1998). Im 
Gegensatz dazu stehen die Untersuchungen von Gunnarson et al. (2008). Es konnte 
nachgewiesen werden, dass Glutamat durch Aktivierung von metabotropen 
Glutamatrezeptoren eine Schwellung von Astrozyten in frischen hippokampalen 
Schnitten hervorruft. Als Ursache dafür wurde eine Erhöhung der Wasserpermeabilität 
von Aquaporin-4 beschrieben (Gunnarson et al., 2008). Dieser Glutamateffekt konnte 
durch EPO unterdrückt werden (Gunnarson et al., 2009). Auf Grundlage der hier 
vorgestellten Ergebnisse kann nicht ausgeschlossen werden, dass EPO auch bei 
Müllerzellen die Permeabilität des Aquaporin-4 moduliert. Allerdings wurde bereits 
gezeigt, dass die Volumenregulation von retinalen Gliazellen und Hirnastrozyten in 
unterschiedlicher Weise von der Kaliumkanalpermeabilität abhängig ist: Kaliumströme 
durch Kir-Kanäle scheinen für retinale Glia bedeutender zu sein als für Hirnastrozyten 
(Hirrlinger et al., 2008). Vielleicht spielt auch der Efflux von Aminosäureosmolyten bei 
Hirnastrozyten (Kimelberg et al. 1990; Nedergaard et al. 2002) eine wichtigere Rolle als 
in retinalen Gliazellen. Dennoch sollte der Einfluss von EPO auf die Permeabilität von 
Aquaporin-4 auf Müllerzellen in weiteren Experimenten genauer bestimmt werden. 
Für die Schwellungshemmung durch EPO konnte in den hier vorgestellten 
Experimenten gezeigt werden, dass es dabei zur Aktivierung von A1-Rezeptoren und 
nachfolgend von Proteinkinase A und Phophatidylinositol3-Kinase kommt. Diese 
Schritte wurden von Uckermann et al. (2005) als der Kalium –und Chloridkanalöffnung 
vorangestellt beschrieben. Das für die A1-Rezeptoraktivierung benötigte Adenosin wird 
von Müllerzellen über Nucleosidtransporter freigesetzt und ist Teil einer endogen-
autokrinen Signalkaskade auf Müllerzellen (Wurm et al. 2008) (Abb. 28). Die der A1-
Rezeptoraktivierung vorangestellte Adenosinfreisetzung durch Transporter konnte auch 
für EPO nachgewiesen werden. Adenosin ist ein wichtiges Neuroprotektiv in der Retina 
(Larsen and Osborne, 1996; Ghiardi et al., 1999), inhibiert neuronale Aktivität und 
Transmitterfreisetzung und bewirkt retinale Hyperämie (Ostwald et al., 1997; Housley 
et al., 2009). Es ist beschrieben, dass von Müllerzellen in die innere Körnerschicht 





Abbildung 27: Die Wiederherstellung der Volumenregulation. 
Abbildung A zeigt die gestörte Volumenregulation, die eine Zellschwellung verursacht. Abbildung B 
zeigt, dass durch die EPO-Zugabe Kalium- und Chloridkanäle geöffnet werden. Den durch diese Kanäle 
abtransportierten Ionen folgt aus osmotischen Gründen Wasser, wodurch eine Zellschwellung verhindert 
wird. Damit verbunden ist der Abtransport des überschüssigen Kaliums aus den plexiformen Schichten.  
 
Diese Spaltung scheint bei der Signalkaskade zur Schwellungsinhibition jedoch keine 
Rolle zu spielen, sondern wie schon in den Ergebnissen beschrieben scheint die 
Freisetzung aus Transportern von Bedeutung zu sein.  
Im Rahmen der purinergen Signalkaskade des schwellungsinhibierenden EPO-Effekts 
ist die P2Y1-Rezeptoraktivierung und die vorausgehende autokrine ATP-Abgabe durch 
Müllerzellen (Wurm et al. 2008) bedeutsam. P2Y1- Rezeptoren sind auf Müllerzellen 
lokalisiert (Ward, Flechter 2009) und haben bei der Ratte schon kurz nach Geburt eine 
funktionelle Bedeutung, unter anderem für die Schwellungsinhibition (Wurm et al. 
2009b). Von Müllerzellen abgegebenes ATP kann extrazellulär durch eine NTPDase in 
ADP umgewandelt werden. Iandiev et al. (2007) beschrieben die NTPDase2 als 
dominierendes nukleotidabbauendes Enzym der Müllerzellen in der Nagerretina. Die 
NTPDase2 setzt bevorzugt ATP zu ADP um. ADP wiederum kann den P2Y1-Rezeptor 
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effizienter als ATP aktivieren (Burnstock 2006) (Abb. 28). Dieser Schritt ist 




Abbildung 28: Der purinerge Teil der EPO-Signalkaskade. 
Die Aktivierung der arachidonsäure- und bariuminsensitiven Kalium- und Chloridkanäle verläuft über 
eine P2Y1-Rezeptoraktivierung, die zur Adenosinausschüttung über einen Nukleosidtransporter (NT) 
führt. Dieses bewirkt durch A1-Rezeptoraktivierung eine Aktivierung der Phosphatidylinositol3-Kinase 
(PI3K) und der Proteinkinase A (PKA), die letztendlich die Kalium-und Chloridkanalöffnung induzieren. 
 
Als Auslöser der ATP-Freisetzung beschrieben Wurm et al. (2008) eine 
Glutamatausschüttung von Müllerzellen mit nachfolgender autokriner 
Glutamatrezeptoraktivierung. In der vorliegenden Arbeit konnte auch für die durch EPO 
induzierte Schwellungsinhibition die Bedeutung der Aktivierung von metabotropen 
Glutamatrezeptoren der Gruppe I und II nachgewiesen werden. Die in den vorliegenden 
Ergebnissen gezeigte Beeinflussung des EPO-Effekts durch Inhibition des 
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Calciumanstiegs, des Natrium- und Calciumeinstroms, der Proteinkinase C und der 
Phospholipase C und schließlich der vesikulären Beladung lassen folgenden Ablauf des 
Geschehens vermuten: Durch Aktivierung (spannungsabhängiger) Natriumkanäle 
könnte eine Änderung des Müllerzellmembranpotentials erfolgen und eine konsekutive 
Aktivierung spannungsabhängiger Calciumkanäle auslöst werden. Dadurch kommt es 
zu einem Einstrom von Calcium. Andererseits scheint durch eine Aktivierung der 
Phospholipase C mit nachfolgender Bildung von Inositoltriphosphat auch eine 
Calciumfreisetzung aus intrazellulären Speichern ausschlaggebend zu sein. Im 
Folgenden bewirkt der intrazelluläre Calciumanstieg eine Proteinkinase-C-Aktivierung, 
welche bei einer Vielzahl von Zelltypen die Exozytose durch Phosphorylierung 
moduliert (Morgan et al. 2005). Letztendlich erfolgt eine vesikuläre Freisetzung von 
Glutamat. Aus den vorliegenden Daten kann nicht eindeutig geschlussfolgert werden, 
welche Zellen das Glutamat freisetzen, allerdings legen Experimente von Wurm et al. 
(2008) an isolierten Müllerzellen die Vermutung nahe, dass die Müllerzellen selbst 
Glutamat freisetzen könnten. Des Weiteren konnte von Bringmann et al. (2000a, 2000b) 
beim Menschen und beim Kanninchen und von Felmy et al. (2001) bei der Ratte die 
funktionelle Expression spannungsabhängiger Natrium- und Calciumkanäle gezeigt 
werden. Ein Beitrag von neuronal freigesetztem Glutamat kann jedoch nicht 
ausgeschlossen werden (Abb. 29). Auch in Astrozyten konnte nachgewiesen werden, 
dass es eine von Calciumanstiegen (Parpura et al. 1994, Pasti et al. 2001) und 
Phospholipase C-Aktivierung abhängige (Jeremic et al. 2001) Glutamatfreisetzung gibt, 
so dass dies eine verbreitete Gliazellfähigkeit zu sein scheint. Darüber hinaus konnten 
Pasti et al. (2001) die astrozytäre Glutamatausschüttung durch Hemmer der Exozytose 
wie Bafilomycin A1 und Tetanustoxin inhibieren.  
Der hier aufgeführte Signalweg über Glutamat-, P2Y1- und A1-Rezeptoren stellt 
womöglich die gemeinsame Endstrecke einer Kaskade dar, die durch verschiedene 
Wachstumsfaktoren aktiviert wird. So wurde er schon für ANP (Kalisch et al. 2006), 
HB-EGF(Weuste et al. 2006), NPY (Uckermann et al. 2006) und VEGF (Wurm et al. 
2008) beschrieben. In Zukunft könnte untersucht werden, ob verschiedene Substanzen 
in verschiedenen Pathologien eine quantitativ unterschiedliche Ausschüttung von 
Transmittern wie Glutamat, ATP oder Adenosin bewirken, um die Bedeutung dieses 
Kaskadensystems besser einordnen zu können. Auch ist es wichtig, mit spezifischen 
Methoden eine gliale vesikuläre oder transporterabhängige Ausschüttung von 





Abbildung 29: Die Glutamat - und ATP-Freisetzung im Rahmen der Schwellungsinhibition. 
Das Schema zeigt die durch PhospholipaseC (PLC) und ProteinkinaseC (PKC) ausgelöste gliale und/oder 
neuronale Glutamatfreisetzung. Diese scheint von intrazelluären Calciumkonzentrationsanstiegen 
abhängig zu sein, wobei auch (hier nicht gezeigt) eine Öffnung spannungsabhängiger Calciumkanäle 
durch Aktivierung spannungsabhängiger Natriumkanäle von Bedeutung zu sein scheint. Die Aktivierung 
der Glutamatrezeptoren wiederum bewirkt eine ATP-Freisetzung, die den Beginn des purinergen Teils 
der Signalkaskade darstellt. 
 
Des Weiteren wäre es von Interesse, die räumliche Verteilung der verschiedenen 
Rezeptoren der Kaskade genauer zu untersuchen, um zu verstehen, ob es 
unterschiedliche Angriffspunkte für die oben aufgeführten Faktoren gibt und diese 
komplexe Signalgebung eine räumliche Ordnung entlang der dafür scheinbar 






4.4 Die intrinsische Aktivität der Signalkaskade 
Wie von Wurm et al. (2009a) bei der Maus nachgewiesen, ist auch bei der Ratte die 
intrinsische Aktivität des purinergen Teils der unter 4.3 beschriebenen Signalkaskade 
unter hypotonen Bedingungen ohne Bariumionen für die Volumenregulation von 
Bedeutung. Eine mögliche Erklärung hierfür wäre, dass schon unter physiologischen 
Bedingungen durch osmotischen Stress mechanische Perturbationen ausgelöst werden, 
die eine Freisetzung von ATP bewirken (Newman and Zahs 1997, 1998). Die folgende 
Aktivierung von purinergen Rezeptoren mit anschließender Ionenkanalöffnung könnte 
dann analog zum Bariumpathologiemodell zu einem osmotischen Ausgleich führen. 
Allerdings sind die Daten nicht ausreichend, um eine abschließende Aussage zu treffen, 
so dass hierfür weitere Untersuchungen unter Einbeziehung anderer Methoden, z. B. 
Schwellungsmessungen an isolierten Zellen, nötig sind. 
4.5 Die EPO-Applikation bewirkt eine autokrine VEGF-
Ausschüttung bei Müllerzellen  
Durch die Experimente konnte nicht nur gezeigt werden, dass EPO die bekannte 
glutamaterge, purinerge Signalkaskade aktiviert, sondern es war darüber hinaus auch 
eine Involvierung der am VEGF-Signalweg beteiligten Enzyme nachweisbar. Unter 
Berücksichtigung der unter 3.4.7 vorgestellten Ergebnisse ist es in Anlehnung an die 
von Wurm et al. (2008) bereits durchgeführten Untersuchungen der VEGF-Wirkung auf 
die Müllerzellschwellung vorstellbar, dass folgende intrazelluläre Signalkaskade auch 
nach EPO- Applikation ausgelöst wird: nach Aktivierung der VEGF-Rezeptorkinase 
KDR, deren Vorhandensein in Müllerzellen bereits beschrieben wurde (Stitt et al. 
1998), ist zu vermuten, dass auch Src-Kinasen an der Vermittlung von intrazellulären 
Calciumanstiegen über eine PLC-Aktivierung beteiligt sind. Daran könnte sich eine 
PKC-Aktivierung anschließen. Sowohl PKC als auch PLC könnten einen direkten 
Einfluss auf eine Glutamatausschüttung von Müllerzellen haben, da ihre Blockade auch 
an isolierten Zellen die Wirkung von EPO aufhebt (Krügel et al. 2010). Die VEGF-
Signaltransduktion über KDR- und Src-Tyrosinkinase-Aktivierung, mit Aktivierung der 
Phospholipase C, intrazellulären Calciumanstiegen und letztendlicher Aktivierung der 
PKC ist z. B. für vielfältige Endothelzellreaktionen beschrieben (Zachary 2003) und 
scheint nicht nur für die Volumenregulation typisch zu sein. 
Einerseits ist bekannt, dass Müllerzellen VEGF-Rezeptor 2 (Saint-Geniez et al. 2008) 
exprimieren. Weiterhin hatte EPO auch an isolierten Müllerzellen eine 
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schwellungsinhibierende Wirkung (Krügel et al. 2010), was eine Unabhängigkeit der 
Schwellungsinhibition der Müllerzellen von Neuronen nahe legt und eine autokrine 
VEGF-Sekretion möglich erscheinen lässt. Im Rahmen der durchgeführten 
Untersuchungen mit neutralisierenden Antikörpern gegen VEGF zeigte sich, dass deren 
Zugabe eine Unterbrechung der durch EPO ausgelösten Schwellungsinhibition, nicht 
jedoch der durch Glutamat ausgelösten Schwellungsinhibition hervor rief. Es ist 
außerdem bekannt, dass Müllerzellen VEGF produzieren (Eichler et al. 2000), was die 
Annahme einer durch EPO initiierten VEGF-Ausschüttung bestärkt. Ob diese 
Ausschüttung tatsächlich an Müllerzellen geschieht, müsste mit Verfahren 
nachgewiesen werden, die für die Detektion der Substanzfreisetzung aus isolierten 
Zellen geeigneter sind. Die Ausschüttung von VEGF im Rahmen der 
Schwellungsinhibition sollte jedoch, unabhängig vom Ursprung des VEGF, kritisch 
betrachtet werden: bei pathologischen Geschehen in der Retina führt VEGF durch 
Erhöhung der Gefäßpermeabilität, Ödeminduktion (Campochiaro, 2004) und 
Neovaskularisation (Eichler et al. 2004) zur Entstehung von sekundären Schäden. Auch 
die durch VEGF ausgelöste Glutamatausschüttung könnte im Sinne einer Exzitotoxizität 
an der Schwellung von retinalen Neuronen beteiligt sein (Wurm et al. 2008). Allerdings 
konnte ebenso gezeigt werden, dass von Gliazellen stammendes Glutamat die Aktivität 
von retinalen Neuronen über Stimulation von inhibitorischen Interneuronen mindert 
(Newman and Zahs, 1998). Darüberhinaus sind für VEGF auch neuroprotektive 
Funktionen (Yashura et al. 2004) wie Vasodilatation, Förderung des Endothel -und 
Gliazellüberlebens (Storkebaum et al. 2004, Saint-Geniez et al. 2008) beschrieben. Es 
konnte an der gesunden Retina gezeigt werden, dass es nach Neutralisierung des 
natürlich im Gewebe vorkommenden VEGF zu einer erhöhten Apoptoserate in der 
inneren und äußeren Körnerzellschicht kommt (Saint-Geniez et al. 2008), was auch auf 
eine physiologische Bedeutung dieses Cytokins hinweist.  
Die Stimulation der VEGF-Sekretion durch EPO wurde schon an glomerulären 
Endothelzellen (Nitta et al. 1999) und Zellkulturen von neuralen Vorläuferzellen 
beobachtet. Bei diesen verlief der Signalweg mit Beteiligung von MAP-Kinasen (Wang 
et al. 2008). Durch die im Rahmen der Arbeit durchgeführten Experimente mit PD 
98059, einem MAP-Kinaseinhibitor, zeigte sich, dass die VEGF- Ausschüttung durch 
EPO über eine MAP-Kinaseaktivierung abläuft. Dieser MAP-Kinasenaktivierung 
vorgeschaltet müsste die Phosphorylierung der Jak-2 stattfinden, was in den 
Experimenten durch Verhinderung des EPO-Effekts mit AG490 gezeigt wurde (Abb. 
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30). Die Ausschüttung von VEGF im Rahmen der Schwellungsinhibition durch EPO 
scheint also über Aktivierung der Jak-2, die typischerweise an das EPO-
Rezeptorhomodimer bindet, mit daran anschließender MAP-Kinasenaktivierung zu 
erfolgen. Die Aktivierung von MAP-Kinasen ist mit einer Vielzahl zellulärer 
Reaktionen wie Proliferation, Differenzierung, Entwicklung, Überleben, Apoptose und 
axonalem Wachstum verbunden (Akiyama et al. 2002). 
 
 
Abbildung 30: Die durch EPO ausgelöste VEGF-Ausschüttung und die dabei angestoßene 
intrazelluläre Signalkaskade. 
Die Bindung von EPO führt zur Dimerisierung des EPO-Rezeptors mit folgender Januskinasen2-
Aktivierung (Jak2). Im Folgenden kommt es zur MAP-Kinase-Aktivierung, der die VEGF-Ausschüttung 
nachgeschaltet ist. Die VEGF-Rezeptoraktivierung bewirkt eine KDR-Phosphorylierung, mit 








Weiterhin scheint die Aktivierung von MAP-Kinasen, die in der Retina unter anderem 
von Müllerzellen exprimiert werden, bei retinaler Ischämie-Reperfusion auf die 
Ganglienzellen durch Glia-Neuron-Interaktionen neuroprotektiv zu wirken (Akiyama et 
al. 2002). Dies zeigt die neuroprotektiven Fähigkeiten von EPO über die vorteilhaften 
Effekte der Schwellungsinhibition hinaus. 
Auf Grund der widersprüchlichen Daten bezüglich neuroprotektiver einerseits und 
neurodestruktiver Potentiale andererseits wäre es interessant, die Mechanismen der 
VEGF-Sekretion durch EPO in Zukunft näher zu ergründen. Gerade bei Retinopathien, 
die mit Ischämie einhergehen, scheint dies bedeutungsvoll, da die Transkription beider 
Zytokine durch den hypoxieinduzierbaren Faktor 1 induziert wird, der bei Hypoxie 
hochreguliert wird (Lacombe, Mayeux 1998). Der schwellungsinhibierende Effekt der 
EPO- induzierten VEGF-Freisetzung an diabetischen Netzhäuten (Krügel et al. 2010) 
kann als neuroprotektiver Aspekt gewertet werden. 
4.6 Veränderung der Expression von EPO-Rezeptoren in der 
diabetischen Retina  
Sowohl in der gesunden, als auch in der diabetischen Retina fand sich eine deutliche 
EPO-Rezeptorfärbung, vor allem in den inneren Retinaschichten. Deutlich waren dabei 
vor allem die Ganglienzellen gefärbt. Eine Färbung von EPO-Rezeptoren auf 
Ganglienzellen konnte von Shah et al. (2009) auch am gesunden humanen 
Netzhautgewebe nachgewiesen werden. Die von ihnen beobachtete Zunahme der EPO-
Rezeptorexpression an der humanen diabetischen Netzhaut ließ sich an der 
Netzhautfärbung der diabetischen Ratte nicht bestätigen.  
In den Schnitten der diabetischen Tiere stellt sich eine Doppelmarkierung für 
Glutaminsynthetase und EPO-Rezeptor vermutlich entlang von Blutgefäßen dar, was 
bei den unbehandelten Netzhäuten nicht auftritt. Eine Erklärung für diese mögliche 
Kolokalisation wäre die Hypoxie, die durch endothelschädigende glykosylierte Proteine 
typischerweise bei Diabetes auftritt (Bringmann, Reichenbach 2010). In 
Endothelzellkulturen ist eine vermehrte Expression des EPO-Rezeptors unter 
hypoxischen Bedingungen beschrieben (Beleslin-Cokic et al. 2004). Im gesunden 
Hirngewebe fanden Brines et al. (2000) eine Lokalisation von EPO-Rezeptoren auf 
Astrozytenfortsätzen um Blutgefäße und Endothelzellen. Es wäre deshalb weiterführend 
sinnvoll, die exakte Rezeptorverteilung auch für die Retina elektronenmikroskopisch zu 
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bestimmen. Warum die Expression des EPO-Rezeptors um Blutgefäße in der Retina im 
Gegensatz zum Hirn erst unter pathologischen Bedingungen auftritt, ist ungeklärt.  
Insgesamt scheint die EPO-Rezeptorfärbung auf den meisten Müllerzellen diabetischer 
Tiere im Vergleich mit Müllerzellen gesunder Tiere reduziert. Es muss in Betracht 
gezogen werden, dass es bei übermäßiger Stimulation zur Internalisierung des 
Rezeptors kommen kann. Brines und Cerami (2005) stellten die Hypothese auf, dass 
proinflammatorische Zytokine zu einer Hochregulation des EPO-Rezeptors auf der 
einen Seite, aber zu einer Herunterregulation der lokalen EPO-Produktion auf der 
anderen Seite führen und die EPO-Substitution deshalb in pathologischen Zuständen 
wie Ischämie-Reperfusion oder diabetischer Retinopathie sinnvoll erscheinen würde. 
Diese Hypothese steht im Widerspruch zu dem hier gezeigten Befund, dass der EPO-
Rezeptor eher herunterreguliert wird. Dennoch konnte die EPO-Gabe das Schwellen der 
Müllerzellen in diabetischen Netzhäuten verhindern (Krügel et al. 2010), was die EPO-
Gabe unter Ödemaspekten trotzdem sinnvoll erscheinen lässt. Eine weitere 
Untersuchung der einzelnen Gruppen durch genauere Methoden, wie die 
Elektronenmikroskopie, wäre wünschenswert. Dies betrifft unter anderem die 
Darstellung von EPO-Rezeptoren entlang der Gefäßwände. Auch die Minderexpression 
der EPO-Rezptoren im Krankheitsverlauf der diabetischen Retinopathie wäre ein 
weiterer interessanter Untersuchungspunkt. 
Es scheint, als werde die Glutaminsynthetase in der diabetischen Netzhaut vermindert 
exprimiert. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass die Glutaminsynthetase ein 
substratreguliertes Enzym ist. So konnten Germer et al. (1997) zeigen, dass eine 
Erhöhung der Glutamatkonzentration im Medium eine Steigerung des 
Glutaminsynthetasegehalts der Müllerzellen bewirkte. Die Abnahme der Netzhautdicke, 
vor allem in der ONL, scheint durch einen Verlust an Photorezeptorzellen bedingt. Da 
Photorezeptoren glutamaterg sind, müsste sich hier die extrazelluläre 
Glutamatkonzentration verringern. Dies könnte die niedrigere 
Glutaminsynthetasedarstellung erklären. Eine Abnahme der 
Glutaminsynthetaseexpression konnte ebenfalls bei Lichtschädigung der Netzhaut 
beobachtet werden, die mit Photorezeptordegeneration und somit verminderten 
Substratangebot einhergeht (Grosche et al. 1995). Weiterhin beschrieben Shen und Xu 
(2009), dass es in Müllerzell-Zellkulturen bei erhöhter Glukosekonzentration und IL1-
beta Zugabe, zu einer verminderten Glutaminsynthetaseexpression kommt. Da die 
erhöhte extrazelluläre Glukosekonzentration und erhöhte Konzentrationen von 
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Entzündungsmediatoren diabetischen Verhältnissen entsprechen, stützt diese Arbeit die 
oben beschriebene Beobachtung. Bei den hier untersuchten diabetischen Tieren wäre 
ein Zusammenspiel aus mangelndem Substratangebot und diabetsicher 
Stoffwechsellage als Erklärung für das verminderte Glutaminsynthetasesignal möglich. 
4.7 Die Bedeutung der Schwellungsinhibition durch EPO bei 
Entzündungsgeschehen 
Durch die Experimente wurde gezeigt, dass Arachidonsäure (AA), Prostaglandin E2 
(PGE2) und H2O2 ohne vorherige Inkubation mit Bariumionen eine osmotische 
Schwellung an Müllerzellen auslösen konnten. Auch bei Astrozyten konnte durch 
Arachidonsäure eine Schwellung verursacht werden (Staub et al. 1994a). 
Arachidonsäure (Chan et al. 1983a) und Prostaglandin E2 (Asano et al. 1987) gelten 
auch als Hauptverursacher von vaskulärem und zellulärem Hirnödem, was vermuten 
lässt, dass grundlegende Vorgänge der Ödementstehung in Hirn und Retina analog 
ablaufen. Für die Retina sind AA und PGE2 als Hauptmediatoren des zystoiden 
Makulaödems beschrieben (Guex-Crosier 1999; Miyake, Ibaraki 2002). Arachidonsäure 
kann die Bildung freier Sauerstoffradikale induzieren (Chan et al. 1988). Außerdem 
stellt Arachidonsäure ein Substrat für Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen dar, durch 
deren Aktivität Prostaglandine bzw. Leukotriene entstehen, biologisch hochaktive 
Verbindungen, die unter anderem am Entzündungsgeschehen beteiligt sind. 
Pathogenetisch scheint für die Auslösung der Zellschwellung eine Erhöhung der 
intrazellulären Natriumionenkonzentration verantwortlich zu sein, die dann aus 
osmotischen Gründen zu einem nachfolgenden Wassereinstrom führt (Chan et al. 1989, 
Winkler et al. 2000). Diese Erhöhung der Natriumionenkonzentration könnte einerseits 




-ATPase (Chan et al. 1983b, Lees 1991, 
Owada et al. 1999) verursacht werden. Andererseits könnte AA die Lipidperoxidation 
forcieren, was möglicherweise zu einer Funktionsstörung von Ionenkanälen und einer 
erhöhten Na
+
-Permeabilität führt (Staub et al. 1994a, Winkler et al. 2000). 
Die Müllerzellschwellung nach Arachidonsäure- und Prostaglandinzugabe wird durch 





-Kanälen verantwortlich sein dürfte. Auch Uckermann et al. 
(2005) wiesen an Müllerzellen eine durch AA induzierte Schwellung in hypotoner 
Lösung nach, welche durch Aktivierung von in die Signalkaskade involvierten 
Adenosinrezeptoren inhibiert werden konnte. Für VEGF wurde von Wurm et al. (2008) 
Diskussion 
 56 
eine Wirksamkeit gegen die durch H2O2 induzierte Gliazellschwellung nachgewiesen. 
Das Unvermögen mit EPO- Zugabe die durch H2O2 verursachte Schwellung wieder 
aufzuheben, könnte an einer Denaturierung des EPOs durch H2O2 liegen, womit seine 
biologische Wirksamkeit verloren ginge. 
Lokale Entzündungsreaktion und oxidativer Stress gelten als pathogene Faktoren bei 
ödemassoziierten Erkrankungen der Retina, beispielsweise der diabetischen 
Retinopathie (Joussen et al. 2001, van Dam 2002,Joussen et al. 2004, Leal et al. 2005). 
In diesem Sinne könnte die beobachtete Hemmung der Müllerzellschwellung bei 
diabetischen Ratten durch EPO und die Verhinderung der Entstehung von 
Entzündungsmediatoren klinisch-therapeutisch für die Behandlung ödemassoziierter 
retinaler, eventuell sogar cerebraler Erkrankungen von Bedeutung sein. 
4.8 Die potentielle Bedeutung von EPO für die Behandlung von 
Netzhaut- und Hirnödem  
In den vorhergehenden Kapiteln konnte gezeigt werden, dass EPO ein potentes 
Pharmakon zur Auflösung des zytotoxischen Ödems in Gliazellen ist. Daraus ergibt sich 
ein neuer Mechanismus für die protektive Wirkung dieser Substanz. Die Inhibition der 
Müllerzellschwellung könnte bei diabetischer Retinopathie von Bedeutung sein und 
eine bereits von Zhu et al. (2008) vorgeschlagene frühe Behandlung mit EPO sinnvoll 
erscheinen lassen. Bei diabetischer Retinopathie sind schon vor dem Auftreten der 
Schädigungen an retinalen Gefäßen Gliazellen und Neuronen von Veränderungen 
betroffen (Barber 2003, Gardner et al.2002, Lieth et al. 2000). Eine funktionelle Störung 
der Müllerzellen konnte mit elektroretinographischen Untersuchungen an diabetischen 
Ratten zu frühen Zeitpunkten im Krankheitsverlauf nachgewiesen werden. Dabei waren 
zu dieser Zeit keine morphologischen Veränderungen der Retina feststellbar (Zhu et al. 
2008). Erste Befunde an kleineren Patientengruppen ergaben bereits Hinweise auf eine 
Verbesserung des Sehvermögens bei EPO-Behandlung eines diabetischer Patienten mit 
Makulaödem. In Zukunft müsste dies in größeren klinischen Studien bestätigt werden. 
So konnten Friedmann et al. (2003) in einer retrospektiven Studie zeigen, dass sich bei 
3 Patienten mit diabetischem Makulaödem und diabetischem Nierenversagen, weshalb 
eine EPO-Behandlung indiziert war, ein Verlust des Gesichtssinns aufhalten ließ und 
eine Ödemauflösung stattfand. In einer weiteren Patientengruppe mit diabetischem 
Nierenversagen in Endstadium kam es unter EPO-Behandlung sogar zu einer 
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Verbesserung des Gesichtssinnes und einer Auflösung von harten Exsudaten (Berman, 
Friedman 1994). 
Neben der speziellen ödemauflösenden Wirkung ist bereits bekannt, dass EPO 
gewebsprotektiv in präklinischen Pathologiemodellen der ischämischen, traumatischen, 
toxischen, und entzündlichen Art ist (Brines et al. 2004). In autokriner und parakriner 
Weise limitiert EPO die Aktivität proinflammatorischer Zytokine in Hirn, Herz, Niere 
und anderen Geweben und fördert die Heilung nach Verletzungen (Brines, Cerami 
2006), wobei Entzündungshemmung und Reduktion lokaler Ödeme als 
Wirkmechanismen genannt werden (Brines et al. 2008). Als wichtige Voraussetzung 
seiner neuroprotektiven Wirkung kann EPO sowohl die Blut-Hirn-Schranke (Brines et 
al. 2000) als auch die Blut-Retina-Schranke (Grimm et al. 2002) überwinden. In einer 
klinischen Studie mit Schlaganfallpatienten konnte durch eine hochdosierte intravenöse 
EPO-Gabe der Infarktschaden reduziert werden und ein verbessertes klinisches 
Endergebnis nach einem Monat erzielt werden. Dabei wurde die EPO-Gabe an sich gut 
toleriert und rief keine akuten Nebenwirkungen hervor (Ehrenreich et al. 2002). 
Die hier gezeigten Ergebnisse sind ein weiterer Schritt zum Verständnis der 
neuroprotektiven EPO-Wirkung und bieten eine vielversprechende und spezifische 
Therapieoption für das Netzhautödem. Im weiteren Sinne sind sie auch interessant für 
Hirnverletzungen, die mit Ödembildung einhergehen, wie zum Beispiel Schlaganfälle 
und Schädel-Hirn-Traumen, vor allem, da derzeit für Hirnödeme, speziell der 
zytotoxischen, keine befriedigende Therapieoption besteht. 
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5 Zusammenfassung der Arbeit 
 
 
Im Rahmen von Krankheitsbildern des zentralen Nervensystems (ZNS), die mit einer 
Flüssigkeitsansammlung (Ödem) im Gewebe einhergehen, kann es zu einer 
interstitiellen Ansammlung von Flüssigkeit durch einen Zusammenbruch der Blut-Hirn-
Schranke (vasogenes Ödem) und zu einer intrazellulären Flüssigkeitsakkumulation 
(zytotoxisches Ödem) kommen. Das zytotoxische Ödem des Nervengewebes ist durch 
eine Anreicherung von Flüssigkeit in glialen Zellen gekennzeichnet, in der Retina sind 
dies vor allem die Müllerschen Gliazellen. Müllerzellen gelten mittlerweile als Modell 
für die Makrogliazellen des ZNS. Eine ihrer wichtigsten Aufgaben stellt die Erhaltung 
der Wasser- und Ionenhomöostase im retinalen Gewebe dar. Wenn diese 
Müllerzellfunktion z. B. durch Erkrankungen wie Ischämie, Diabetes oder Entzündung 
gestört ist, kann es zur  Flüssigkeitsakkumulation bzw. Ödembildung im retinalen 
Gewebe kommen. 
Zur Erforschung der Mechanismen, die zu einer intrazellulären Flüssigkeitsansammlung 
in Müllerzellen führen, wurde von Pannicke et al. (2004) folgendes Tiermodell 
entwickelt, das auch in dieser Arbeit Anwendung fand: 
In postischämischen Netzhäuten der Ratte reagieren Müllerzellen unter hypotonen 
Bedingungen mit einer Zellschwellung. Diese Müllerzellschwellung in hypotonem 





 blockiert werden.  
Im Hinblick auf die Erforschung der Mechanismen, die zu einem intrazellulären Ödem 
führen, wurde auch in der vorliegenden Arbeit das Schwellungsverhalten von 
Müllerzellen der Ratte in hypotoner Lösung untersucht. Dazu wurden die Netzhäute der 
Ratte entnommen und die Müllerzellen in Netzhautschnitten selektiv mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff angefärbt. Es erfolgte eine 10minütige Inkubation mit Ba
2+
 und die 
Untersuchung der Soma-Querschnittsflächen der Müllerzellen im Laser-Scanning-
Mikroskop. Die Netzhaut wurde dabei ständig mit einer extrazellulären Lösung 
perfundiert, wodurch die Zellen vital untersucht werden konnten. Außerdem erfolgte 
über die Perfusion die Zugabe von Testsubstanzen. Durch wiederholte Ausmessung der 
Somaflächen von Müllerzellen mittels einer speziellen Software des Laser-Scanning-
Mikroskops über einen Zeitraum von 4 min konnten Veränderungen der 
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Querschnittsfläche dokumentiert und damit Rückschlüsse auf Volumenänderung 
gezogen werden.  
Das Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt von Erythropoietin (EPO) auf die 
Müllerzellschwellung und den zugrunde liegenden Signalweg genauer zu untersuchen. 
Die Zugabe von EPO (1 nM) konnte die Müllerzellschwellung in hypotoner 
Bariumlösung verhindern. Der EC50-Wert der Schwellungsinhibition an Müllerzellen 
durch EPO lag bei ca. 7 pM. Auch die durch Arachidonsäure und Prostaglandin E2 
hervorgerufene Schwellung konnte durch EPO aufgehoben werden. Eine 
schwellungsinhibierende Wirkung konnte auch für den Vaskulären endothelialen 
Wachstumsfaktor (VEGF) und für Glutamat nachgewiesen werden.  
 Der EC50-Wert der Schwellungsinhibiton an Müllerzellen durch EPO lag bei ca. 7 pM. 
Im Folgenden wurde der durch EPO ausgelöste Signalweg zur Schwellungshemmung 
untersucht. Durch Zugabe verschiedener Testsubstanzen zur hypotonen Ba
2+
-Lösung 
mit EPO-Zusatz konnte der Einfluss der Substanz auf den schwellungsinhibierenden 
EPO-Effekt untersucht werden.  
Folgende Substanzen konnten den schwellungshemmenden EPO-Effekt aufheben: 
 
- die Kaliumkanalblocker Clofilium und Chinin und die Chloridkanalblocker 
Flufenamic Acid und NPPB 
- der A1-Rezeptorblocker DPCPX  
- der PKA- Antagonist H-89 und der PI3-Kinase-Inhibitor LY29-4002 
- der Nukleosidtransporterinhibitor NBTI 
- der P2Y1-Antagonist MRS2179 
- der NTPDase-Inhibitor ARL67156 
- der mGluR1-Antagonist CPCCOEt, der Glutamatrezeptorantagonist der Gruppe 
II EGLU und der mGluR3- Antagonist LY-341495  
- der Inhibitor der vesikulären H+-ATPase Bafilomycin A1 
- der PKC-Blocker Gö 6976  
- der Calciumchelator BAPTA/AM 
- der Inhibitor der Phospholipase C U73122 
- die Blocker von spannungsabhängigen Na+ bzw. Ca2+-Kanälen, Tetrodotoxin 
und Cadmium 
- der selektive Inhibitor der VEGF-Rezeptor-Tyrosinkinase KDR SU1498 
- die selektiven Src-Kinaseinhibitoren PP-1 und SU 6656 
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Folgende Testsubstanzen konnten die schwellungshemmende Wirkung von EPO, nicht 
jedoch von VEGF und Glutamat aufheben: 
 
Neutralisierende anti-VEGF Antikörper konnten den schwellungsinhibierenden Effekt 
von EPO und VEGF, aber nicht von Glutamat hemmen.  
Dabei zeigte sich jeweils, dass die EPO-Wirkung, nicht jedoch die VEGF- und 
Glutamatwirkung aufgehoben wurde. 
Keinen Einfluss auf den schwellungshemmenden EPO-Effekt hatten: 
- der EGF-Rezeptorkinase- Inhibitor AG 1478 
- der Ekto-5´- Nukleotidaseinhibitor AOPCP 
Auf Grund dieser Messergebnisse und der von Wurm et al. (2008) beschriebenen 
Signalwege für VEGF ist es wahrscheinlich, dass die Schwellungsinhibition durch EPO 
über folgenden Signalweg vermittelt wird: 
Nach der Dimerisierung des EPO-Rezeptors kommt es zur Autophosphorylierung der 
Januskinase-2 mit anschließender MAP-Kinase-Aktivierung. Dadurch scheint es zur 
Ausschüttung von VEGF zu kommen. Dieser bindet an die Rezeptor-Tyrosinkinase 
KDR und setzt nachfolgend eine Signalkaskade in Gang, die die Aktivierung von Src-
Kinasen, PLC und PKC beinhaltet. Im weiteren Verlauf scheint ein intrazellulärer 
Calciumanstieg und die Aktivierung von spannungsabhängigen Calcium- und 
Natriumkanälen von Bedeutung zu sein. Diese Vorgänge scheinen eine 
Glutamatausschüttung zu bewirken, durch die es zur Aktivierung verschiedener 
Subtypen der Glutamatrezeptorgruppen I und II kommt. In der Folge wird von 
Müllerzellen ATP freigesetzt, welches extrazellulär durch die NTPDase 2 zu ADP 
abgebaut wird. Das entstandene ADP aktiviert P2Y1-Rezeptoren, was wiederum eine 
Ausschüttung von Adenosin über Nukleosidtransporter auslöst. Letztendlich bindet 
Adenosin an A1-Rezeptoren. Dies bewirkt eine PI3-Kinase- und PKA-Aktivierung, 
wodurch es zur Öffnung von Barium- und Arachidonsäure-insensitiven Kalium- und 
Chloridkanälen kommt.  
-  löslicher EPO-Rezeptor 
- Januskinase-2-Inhibitor AG 490 
- MAP-Kinase-Inhibitor PD98059 
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass EPO auch an isolierten 
Müllerzellen wirkt (Krügel et al. 2010), so dass von einer 
autokrinen Sekretion von VEGF, Glutamat, ATP und Adenosin aus 
den Zellen ausgegangen werden kann. Diese physiologischen 
Daten konnten durch den immuncytochemischen Nachweis von 
EPO-Rezeptoren auf isolierten Müllerzellen bestätigt werden.  
Weitere Untersuchungen ergaben, dass es in hypotoner Lösung 
ohne Ba
2+
-Zugabe durch Blockade von P2Y1-Rezeptoren mit MRS 
2179 und von A1-Rezeptoren mit DPCPX zu einer 
Müllerzellschwellung kam. Das lässt vermuten, dass für die 
Volumenregulation der Müllerzellen eine intrinsische Aktivität des 
purinergen Teils der Signalkaskade bedeutsam ist. 
 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte ein schwellungsinhibierender Effekt des EPO 
gezeigt, der zugrunde liegende Signalweg in großen Teilen nachvollzogen und der EPO-
Rezeptor auf Müllerzellen dargestellt werden. Im Hinblick auf die Therapie von 
Ödemen des ZNS könnten sich durch weitere Forschungen und Untersuchungen zum 
EPO neue Möglichkeiten ergeben.  
In der Netzhaut sind Ödeme nicht selten. So kann es beispielsweise im Rahmen 
verschiedener Erkrankungen, wie der diabetischen Retinopathie, Traumata, Tumoren, 
Entzündungen oder vaskulären Erkrankungen zu einem Makulaödem kommen, das mit 
einer schlechten Prognose einhergeht. 
Pathologische Flüssigkeitsansammlungen im Hirngewebe führen rasch zu einer 
Steigerung des intrazerebralen Druckes, der aufgrund der geringen 
Ausdehnungsmöglichkeiten des Gewebes innerhalb des knöchernen Schädels zu einer 
irreversiblen Schädigung des Hirngewebes führen kann.  
Bisher werden die Ödeme des ZNS mit Glukokortikoiden zur Entzündungshemmung 
und entwässernden Diuretika und Mannitol behandelt. Letztere wirken dabei aber 
lediglich symptomatisch, wenn das Ödem bereits vorhanden ist. 
Mit dem Einsatz von EPO in der Therapie des intrazellulären Ödems könnte in Zukunft 
bereits spezifisch der Ödementstehung entgegengewirkt werden.  
Abbildung 31:Schematische Darstellung der wichtigsten Schritte der 
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